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Resumen 
RESUMEN 
Los pacientes diabéticos tienen mayor riesgo de padecer ciertos tipos de cánceres 
caracterizados por presentar mutaciones en la vía de WNT con elevada frecuencia. Los 
estudios epidemiológicos relacionan las alteraciones en la vía de WNT con enfermedades 
metabólicas, como la diabetes, aunque se desconocen los mecanismos que las relacionan. En 
este trabajo exploramos las conexiones entre la señalización por la vía de WNT, las 
enfermedades metabólicas como la diabetes y el cáncer. La diabetes se caracteriza por una 
falta de control de los niveles plasmáticos de la glucosa, que da lugar a hiperglucemias, así 
como por presentar alteraciones en la señalización de las incretinas, hormonas intestinales que 
inducen la secreción de insulina y ejercen un control global del metabolismo. Nuestro trabajo 
demuestra que las proteínas WNT inducen la expresión génica de las incretinas en células 
enteroendocrinas de ratón y que los altos niveles de glucosa amplifican los efectos 
transcripcionales de la vía de WNT. La inducción de las incretinas por las señales WNT 
constituye un nuevo mecanismo que podría contribuir a las patologías metabólicas asociadas a 
las alteraciones de la señalización de WNT como la diabetes, a través de las incretinas. 
Nuestro trabajo demuestra que los niveles elevados de glucosa inducen la retención 
nuclear de la β-catenina acumulada en el citoplasma tras la señalización por WNT. La 
retención nuclear de la β-catenina es un marcador molecular de mal pronóstico de cáncer 
ampliamente reconocido. La glucosa aumenta la acetilación de la β-catenina y con ello su 
retención nuclear ejerciendo acciones complementarias sobre acetil transferasas (p300) y 
desacetilasas (sirtuínas). El anormalmente elevado consumo de glucosa por las células 
tumorales puede asegurar la retención nuclear de la β-catenina perpetuando el fenotipo 
tumoral. 
La retención nuclear de la β-catenina promovida por la glucosa resulta en un aumento 
global de su actividad transcripcional sobre genes reguladores del metabolismo como los de 
las incretinas y sobre genes críticos para la proliferación como el de la ciclina D. Los efectos 
proliferativos se extienden a células tumorales humanas de orígenes muy diversos. 
La amplificación de la actividad oncogénica del efector de WNT (β-catenina) por la 
hiperglucemia aporta una explicación nueva para las elevadas frecuencias de cánceres 
asociados a la obesidad y la diabetes que se han venido justificando fundamentalmente por 
una señalización alterada de la insulina. La regulación de las vías de señalización asociadas a 
cáncer por nutrientes sin duda merece futuras investigaciones. 
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Summary 
SUMMARY 
Diabetes is associated to increased cancer risk. Cancer types associated to diabetes are 
characterized by altered WNT signaling. Epidemiological studies now also link altered WNT 
signaling to metabolic diseases, such as diabetes. Despite overwhelming epidemiological 
data, the mechanisms that link increased cancer risk to diabetes remain obscure. In this work 
we explore the connections between WNT signaling, metabolic disease and cancer. Diabetes 
is characterized by failure in the glycaemic control, resulting in hyperglycemias and impaired 
incretin signaling; incretins are gut hormones that induce insulin secretion and exert a global 
control of the metabolism. Here we show that WNT proteins induce incretin gene expression 
in mouse enteroendocrine cells. We also show that increased glucose availability amplifies 
the transcriptional effects of WNT signaling. Induction of incretins by WNT represents a new 
mechanism that may contribute to the metabolic pathology associated to altered WNT 
signaling such as obesity and diabetes.  
Our work demonstrates that high glucose levels induce nuclear retention of β-catenin 
previously accumulated in the cytoplasm upon WNT signaling. Nuclear β-catenin 
accumulation is a widely recognized marker of poor cancer prognosis. High glucose induces 
increased β-catenin acetylation which is required for nuclear retention, targeting the 
complementary activities of the acetylase p300 and deacetylases such as sirtuins. The 
abnormally high glucose uptake by tumor cells may ensure nuclear retention of β-catenin and 
perpetuate the tumor phenotype. 
Glucose induced nuclear retention of β-catenin leads to increased transcriptional activity 
on genes that control the metabolism such as incretins and genes that control proliferation 
such as cyclin D. Thus, high glucose increases the oncogenic potential of β-catenin increasing 
its nuclear retention and its effects on proliferation. This result has been confirmed in a large 
variety of human derived tumor cells of various origins. 
The amplification of the oncogenic activity of the WNT effector β-catenin by 
hyperglycemia offers a new mechanism to explain the increased frequency of cancer 
associated to obesity and diabetes in addition to impaired insulin signaling. The regulation of 
cancer associated signaling pathways by nutrients opens a new field for future research. 
20 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice 
ÍNDICE............................................................................................................................... 21 
ABREVIATURAS............................................................................................................. 25 
INTRODUCCIÓN............................................................................................................. 29 
1. DIABETES Y CÁNCER ............................................................................................. 31 
1.1. Factores genéticos y ambientales en el desarrollo de las enfermedades 
metabólicas y del cáncer...................................................................................... 32 
2. HORMONAS INCRETINAS...................................................................................... 34 
2.1. Regulación de la síntesis y de la secreción de las incretinas................................ 35 
2.2. Acciones fisiológicas de las incretinas y enfermedades 
relacionadas.......................................................................................................... 37 
3. BASES MOLECULARES DE LA RELACIÓN ENTRE LAS 
ENFERMEDADES METABÓLICAS Y EL CÁNCER........................................... 38 
4. LA VÍA WNT COMO POSIBLE NEXO ENTRE LAS ENFERMEDADES 
METABÓLICAS Y EL CÁNCER............................................................................. 40 
4.1. Señalización por proteínas WNT a través de la vía canónica (WNT/β-
catenina)………................................................................................................... 41 
4.2. Regulación de la vía de WNT.............................................................................. 45 
4.2.1. Regulación a nivel de los ligandos y receptores...................................... 45 
4.2.2. Regulación a nivel de los intermediarios................................................. 46 
4.2.3. Regulación a nivel de los efectores.......................................................... 47 
 Factores TCF/LEF.................................................................................... 47 
 β-Catenina.................................................................................................. 48 
OBJETIVOS...................................................................................................................... 51 
MÉTODOS Y RESULTADOS......................................................................................... 55 
CAPÍTULO 1: La vía WNT/-catenina aumenta la producción de las incretinas por las 
células enteroendocrinas...................................................................................................... 57 
23 
Índice 
24 
CAPÍTULO 2: La glucosa amplifica la señalización de WNT en cáncer promoviendo 
la acetilación de la β-catenina............................................................................................. 77 
DISCUSIÓN...................................................................................................................... 115 
1. Mecanismo de regulación de la expresión de las incretinas GIP y GLP-1 por 
WNT3A o litio…...................................................................................................... 117 
1.1. Las proteínas WNT3A se unen a sus receptores e inhiben a la GSK3β en 
células entoroendocrinas...................................................................................... 117 
1.2. La inhibición de la GSK3β por señales de WNT conduce a la estabilización de 
la β-catenina......................................................................................................... 118 
1.3. La β-catenina actúa a través de los factores TCF/LEF para inducir la expresión 
de las incretinas.................................................................................................... 118 
2. Regulación de la vía de WNT por la glucosa............................................................. 120 
2.1. La glucosa requiere la co-señalización con WNT para inducir la expresión de 
la incretina GIP.................................................................................................... 121 
2.2. Las dianas transcripcionales de la glucosa son los efectores de la vía de WNT: 
LEF1 y β-catenina................................................................................................ 122 
2.3. La glucosa altera la distribución subcelular de los efectores de WNT: LEF1 y 
β-catenina:............................................................................................................ 123 
2.4. La glucosa favorece la retención nuclear de los efectores de WNT y no su 
entrada al núcleo.................................................................................................. 123 
2.5. El balance acetilación/desacetilación es el responsable de la retención nuclear 
de los efectores de WNT promovida por la glucosa............................................ 124 
3. Implicaciones en enfermedades metabólicas y cáncer.............................................. 128 
CONCLUSIONES............................................................................................................. 131 
BIBLIOGRAFÍA............................................................................................................... 135 
ANEXO............................................................................................................................... 157 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviaturas 
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CLAVE DE ABREVIATURAS 
A 
AMPc Adenosín monofosfato cíclico 
AMPK  Proteína quinasa activada por AMP 
APC  "Adenomatous Polyposi Coli" 
Arm  Repeticiones en armadillo 
ATP  Adenosin trifosfato 
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CBP  Proteína de unión a CREB (acetil transferasa de histonas) 
CKI  Caseína quinasa-1  
CREB Proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico 
CRM1 Exportina-1 (“Chromosome Region Maintenance-1”) 
D 
DKK "Dickkopf", antagonista de WNT 
DN  Dominante negativo 
DPP-4 Dipeptidil-peptidasa IV  
DVL  "Dishevelled", proteína mediadora de la vía WNT 
F 
FZD  Frizzled, receptor de la vía WNT acoplado a proteínas G 
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GCG  Proglucagón 
GIP  Polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa 
GIPR Receptor del polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) 
GLP-1 Péptido 1 análogo al glucagón 
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GSK3β Quinasa de la glucógeno sintasa-3β 
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HDAC Desacetilasa de histonas 
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INE  Instituto Nacional de Estadística 
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27 
Abreviaturas 
28 
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MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 
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  Target Of Rapamycin”) 
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Introducción 
1. DIABETES Y CÁNCER  
La diabetes es un problema de salud grave y creciente a nivel mundial, que está asociado 
a complicaciones crónicas que influyen negativamente en la calidad y en la esperanza de vida 
de los individuos afectados. La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha pronosticado que 
en el año 2030 la diabetes afectará a 370 millones de personas, lo que supone un aumento de 
un 114% con respecto a las últimas cifras publicadas por esta entidad correspondientes al año 
2000 (235) (figura 1). La predisposición génica, la dieta, la inactividad física y la obesidad 
son los factores de riesgo mas conocidos que impulsan esta epidemia (201). 
 
Figura 1: Prevalencia de la diabetes en el año 2000 y estimación para el año 2030. Fuente: 
http://www.idf.org/diabetesatlas 
Las complicaciones de la diabetes reducen enormemente la calidad de vida del enfermo y 
suponen un enorme gasto para el Sistema Nacional de Salud. El desarrollo de retinopatía y 
neuropatía diabética es bastante común, y el aumento del riesgo de accidentes 
cardiovasculares e insuficiencia renal son bien conocidos. Los estudios epidemiológicos 
también asocian la diabetes a un riesgo incrementado de padecer varios tipos de cáncer 
incluyendo los de páncreas, hígado, mama, tracto colorrectal y órganos reproductores 
femeninos (218). 
Estos datos son aún más impactantes si tenemos en cuenta que el cáncer y las 
enfermedades cardiovasculares son las principales causas de muerte en los países 
desarrollados. La figura 2 representa las principales causas de muerte en España, según datos 
del 2009 del Instituto Nacional de Estadística (INE). Los cánceres gastrointestinales 
(estómago, hígado, páncreas, intestinos, etc.) son los que presentan mayor índice de 
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mortalidad, quizás por la dificultad en su detección, y además son los que con mayor 
frecuencia aparecen asociados a la diabetes, de acuerdo a los datos publicados por el Centro 
Nacional de Epidemiología del Instituto de Salud Carlos III en la memoria del 2010 (23). 
 
Figura 2: Principales causas de mortalidad en España. Otras*: Sistema nervioso central, 
genitourinario, osteomuscular, sangre, enfermedades infecciosas/parasitarias, malformaciones 
congénitas, etc. Fuente: http://www.ine.es/prensa/np664.pdf 
Las dimensiones pandémicas de la diabetes, su relación con el cáncer y la alta mortalidad 
de estos tumores ponen de manifiesto la necesidad de identificar nuevos marcadores que 
permitan diagnosticar a tiempo estas enfermedades y quizás revelen nuevas posibilidades de 
tratamiento. Para ello es necesario profundizar en el conocimiento de las alteraciones 
genéticas y/o epigenéticas que las originan y de los mecanismos y las vías de señalización 
alteradas. 
Nuestro trabajo profundiza en el conocimiento de las relaciones entre la diabetes y el 
cáncer y pone de manifiesto la implicación del ambiente (hiperglucemia, quizá dieta) en la 
regulación de las vías de señalización implicadas en cáncer. 
1.1. Factores genéticos y ambientales en el desarrollo de las enfermedades 
metabólicas y del cáncer 
El cáncer se caracteriza por un crecimiento celular incontrolado y una invasión del tejido 
adyacente y no adyacente sano. El proceso del desarrollo tumoral o tumorigénesis es un 
proceso multifásico que conlleva una serie de cambios genéticos y/o epigenéticos que 
confieren una ventaja selectiva, lo que lleva a una selección positiva y progresiva de las 
células tumorales (150). Las alteraciones genéticas seleccionadas por el ambiente, 
probablemente mediante modificaciones epigenéticas superpuestas, se conjugan en las células 
tumorales. Aunque cada tipo de tumor tiene sus características únicas, los procesos básicos 
por los que se originan son muy similares. Las mutaciones en los oncogenes, los genes 
supresores de tumores y los genes de reparación del ADN constituyen pasos críticos entre los 
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mecanismos moleculares que conducen al desarrollo tumoral. La regulación coordinada de 
todos estos genes mantiene la homeostasis de los tejidos, mientras que el proceso tumoral 
refleja una ruptura en ese equilibrio. 
Entre los factores genéticos alterados con mayor frecuencia en el desarrollo de cáncer 
gastrointestinal se encuentran los genes que codifican los componentes de la vía de 
señalización de WNT, que se describe más adelante. Algunos de los intermediarios de la vía 
de WNT se consideran supresores tumorales y otros protoncogenes. 
En cuanto a los factores ambientales, los estudios epidemiológicos muestran una relación 
entre el estilo de vida (la alimentación, el ejercicio físico) y la mortalidad y la morbilidad de 
diferentes enfermedades, incluido el cáncer (30, 111). La relación de estos factores con las 
enfermedades cardiovasculares es estrecha y, aunque no tan conocidas, se han establecido 
también correlaciones directas entre la diabetes y ciertos tipos de cáncer: esófago, estómago, 
colon y mama, como se explica a continuación. Así, el consumo de alcohol y de tabaco (81, 
239), el bajo consumo de fruta, vegetales y fibra, junto con el elevado consumo de carnes 
rojas y un estilo de vida sedentario (238), parecen estar directamente relacionados con los 
aumentos en la frecuencia de cánceres del tracto digestivo. Numerosos estudios 
epidemiológicos asocian el aumento en la incidencia de ciertos tipos de cáncer con trastornos 
metabólicos como la diabetes (181) o la obesidad (38, 84). Sin embargo, todos estos trabajos 
son estudios epidemiológicos que establecen correlaciones observacionales y presentan 
importantes limitaciones. A partir de las correlaciones epidemiológicas, la investigación 
básica debe identificar los mecanismos afectados y los factores que los regulan para establecer 
las bases de una relación causa-efecto y quizás poner de manifiesto nuevas dianas para su 
prevención y tratamiento. 
La dieta y el estilo de vida tienen un papel importante en las enfermedades metabólicas, 
de hecho el control de la dieta constituye una parte primordial del tratamiento; por otra parte 
las alteraciones genéticas implicadas son más difíciles de identificar. Aunque se han señalado 
numerosos polimorfismos génicos asociados a la diabetes ninguno ha servido como marcador 
de diagnóstico único y se ha buscado la coincidencia de varios polimorfismos candidatos para 
poder establecer una asociación. Esta visión ha cambiado con el descubrimiento de la fuerte 
asociación entre varios polimorfismos en el gen del factor de transcripción TCF7L2 (un 
efector de la vía de WNT) con el riesgo de padecer diabetes tipo 2 (54, 185). De hecho los 
polimorfismos en el gen del TCF7L2 son los únicos que hasta la fecha aparecen ligados a la 
diabetes tipo 2 en todas las poblaciones y etnias (120). A pesar de todo y dado que los 
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polimorfismos afectan a un intrón, no se conocen los mecanismos moleculares que asocian las 
alteraciones en los efectores de la vía de WNT a la diabetes tipo 2, por lo que podrían ser 
indirectos. 
La señalización de WNT dirige el desarrollo del páncreas endocrino y modula las 
funciones de las células β, incluyendo la secreción de la insulina, la supervivencia y la 
proliferación (183, 190, 195, 231). Además, la vía de WNT está implicada en el correcto 
funcionamiento de otros tejidos que dirigen el metabolismo global. En los adipocitos las 
señales de WNT regulan su diferenciación (35), en el hígado regulan su función diferenciada 
al inhibir la gluconeogénesis y activar la glucólisis (113) y en el intestino los efectores de la 
vía de WNT inducen la expresión y la secreción de una incretina: el péptido 1 análogo al 
glucagón (GLP-1) (148, 243). El GLP-1 induce la secreción gluco-dependiente de la insulina 
en el páncreas (130), y su señalización sobre la célula β pancreática está mediada por los 
efectores de WNT (115). Se ha sugerido que la asociación entre los polimorfismos en 
TCF7L2 y la diabetes podrían ejercerse a través de las alteraciones en la hormona incretina 
GLP-1 (188), lo que supone que las incretinas podrían mediar los efectos de las alteraciones 
en la vía de WNT sobre el desarrollo de la diabetes. Sin embargo se ha demostrado que los 
portadores no diabéticos de los polimorfismos del TCF7L2, aunque muestran alteraciones en 
el efecto incretina, poseen niveles normales del GLP-1 tanto en ayunas como tras la 
administración de glucosa (188). Resulta más que llamativo que no se hayan medido o no se 
mencionen los niveles del polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) que es la 
incretina mayoritaria en humanos (143-144). Las incretinas juegan un papel importante en la 
secreción de la insulina y en la regulación del metabolismo de la glucosa, mecanismos a 
través de los cuales podría estar aumentando la frecuencia de cáncer en sujetos diabéticos. En 
este trabajo se demuestra que la vía de WNT, implicada en cáncer, gobierna la expresión no 
solo del GLP-1, sino también del GIP. 
2. HORMONAS INCRETINAS 
Las incretinas son hormonas intestinales liberadas a la circulación sanguínea tras la 
ingesta y que estimulan la secreción de insulina pancreática de forma dependiente de la 
glucosa (130). Como se ve en la figura 3, la administración oral de glucosa estimula la 
secreción de la insulina de manera más potente que su inyección por vía intravenosa (42). La 
diferencia se debe al denominado “efecto incretina”, por el que estas hormonas potencian la 
inducción por la glucosa de la secreción de insulina. El efecto incretina es responsable del 
70% del total de la insulina secretada por el páncreas (146) y su descubrimiento evidenció la 
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estrecha relación entre el tracto gastrointestinal y el páncreas endocrino, incorporándose el 
concepto del eje entero-insular (213). 
 
Figura 3: El efecto incretina. (Modificado de Nauck MA, et al. J Clin Endocrinol Metab 1986; 63: 
492-498) 
Se han identificado dos incretinas: el GIP, que es secretado por las células K 
enteroendocrinas localizadas principalmente en el duodeno, y el GLP-1, secretado por las 
células L localizadas en la región distal del tracto gastrointestinal (9). El único sistema in vitro 
capaz de producir y secretar GIP y GLP-1 son las células STC-1, procedentes de un tumor 
enteroendocrino de ratón (176). El trabajo que aquí presentamos se ha realizado en su mayoría 
utilizando este modelo in vitro por las ventajas que conlleva para estudiar controladamente la 
influencia de factores individuales. 
2.1. Regulación de la síntesis y de la secreción de las incretinas 
Las acciones de las incretinas están controladas por el adecuado mantenimiento de sus 
niveles (síntesis, secreción y degradación) y por la correcta señalización a través de sus 
receptores. Los genes de GIP y del proglucagón (GCG, precursor del GLP-1) humanos y 
murinos están estructuralmente muy conservados. El gen del GIP se expresa en células K del 
intestino delgado, glándulas salivares, estómago y algunas neuronas del cerebro (129). El gen 
del GCG se expresa en las células L del intestino, en las células α de los islotes pancreáticos, 
en determinadas células gustativas de la lengua y en algunas neuronas del tronco cerebral y 
del hipotálamo (9). El proglucagón se procesa de manera diferente en distintos tejidos para 
dar lugar a una variedad de hormonas entre las que están el glucagón, el GLP-1 y el GLP-2 
(péptido 2 análogo al glucagón) (39, 196). 
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La figura 4 representa un esquema de los promotores del GIP y GCG y de los sitios de 
regulación descritos hasta la fecha. En el promotor del GIP murino las primeras 193 pares de 
bases (promotor mínimo) son suficientes para dirigir la expresión específica del gen a través 
de la unión de los factores de transcripción GATA-4, Isl-1, Pdx1 y Pax6 (49, 78-79). Además, 
el gen humano de GIP contiene dos sitios de respuesta a adenosín monofosfato cíclico 
(AMPc) denominados sitios de unión a CREB (197). 
A diferencia del promotor del GIP, que ha despertado poco interés científico hasta el 
momento, el promotor del GCG se ha estudiado exhaustivamente porque también codifica la 
hormona del glucagón. Las primeras 300 pares de bases del promotor del gen de GCG de rata 
contienen el promotor mínimo (llamado G1) y otros elementos (denominados G2-G5) (165) 
que regulan la expresión del gen a través de la unión de distintos factores de transcripción 
gobernados a su vez por distintas vías de señalización, como por ejemplo CREB (40, 95), 
Pax-2 (177), Pax-6 (64), FoxA1(HNF-3A) (164), Cdx-2/3 (82, 103), Isl-1 (225), c-Maf (85) o 
FoxO1 (131, 163). La unión de los factores TCF/LEF, en respuesta al litio, a un sitio de 
respuesta TCF/LEF en el elemento de regulación G2, los convierte en un potente activador 
(específico de tejido) de la expresión de GCG y de la producción del GLP-1 en las células L 
enteroendocrinas, pero no en los islotes pancreáticos (244). 
 
Figura 4: Esquema de los promotores de GIP y GCG y los sitios de regulación descritos. 
La secreción de las incretinas está regulada por estímulos neuronales, hormonales y 
nutricionales, siendo la glucosa y la grasa sus principales inductores (159). Los niveles 
plasmáticos de las incretinas aumentan rápidamente tras la ingesta (43, 63) y se degradan en 
pocos minutos por la acción de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-4), un enzima ubicua y muy 
abundante en el plasma sanguíneo (132). A pesar de que la DPP-4 es una diana terapéutica 
contra la diabetes, se sabe muy poco a cerca de los mecanismos que regulan su expresión. 
36 
Introducción 
2.2. Acciones fisiológicas de las incretinas y enfermedades relacionadas 
Las acciones de las incretinas están mediadas por la interacción con sus respectivos 
receptores. Los receptores de GIP (GIPR) y GLP-1 (GLP-1R) pertenecen a la superfamilia de 
los receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (127) y su expresión se ha detectado en una 
gran variedad de tejidos (127, 230). La unión de las incretinas a sus receptores produce un 
incremento intracelular de AMPc activando a la proteína quinasa dependiente de AMPc 
(PKA) aunque también se ha descrito la activación de otras vías de señalización como la vía 
de la fosfatidilinositol 3'-quinasa (PI3K) (233), dependiendo de la proteína G intermediaria. 
Las acciones de GIP y GLP-1 en el eje entero-insular son complementarias pero no 
idénticas. Su función más conocida es la estimulación de la secreción de la insulina en las 
células β pancreáticas con la consiguiente disminución de los niveles de la glucosa en sangre 
(66, 130). El GLP-1 también actúa sobre el corazón (247), el estómago y el intestino (191, 
214, 232), el sistema nervioso central (161-162) y los huesos (151). El GIP también actúa 
sobre el tejido adiposo (51, 245), el sistema nervioso central (153) y los huesos (240), como 
se indica en la figura 5. 
 
Figura 5: Principales acciones biológicas de las incretinas. 
El efecto incretina juega un papel importante en la regulación del metabolismo de la 
glucosa en sujetos sanos. Su señalización aparece alterada en enfermedades metabólicas como 
la diabetes (219) y podría contribuir al desarrollo de ciertos tipos de cáncer. 
El GIP participa en la regulación metabólica de las grasas y en el desarrollo de la 
obesidad inducida por una ingesta excesiva en grasas (2, 128, 242), que a su vez es un factor 
de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2. Se han descrito cambios en la densidad y/o en 
el contenido de GIP de las células K del intestino de ratones obesos (48). Además, la 
administración de una dieta rica en grasas aumenta los niveles de RNA mensajero del GIP, así 
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como sus niveles plasmáticos en ratones (10). En humanos obesos los niveles de GIP están 
ligeramente elevados y varios estudios coinciden en que los niveles del GLP-1 están 
disminuidos (220). Sin embargo, en sujetos diabéticos la respuesta incretínica defectuosa se 
debe a una reducción de hasta el 80% de la señalización del GIP y el efecto del GLP-1 con 
frecuencia sigue intacto (145, 210). Sin embargo la falta de sistemática semejante en la 
medida de los niveles de las incretinas de los diferentes estudios dificulta su comparación y 
lleva a constantes contradicciones. Además, faltan estudios que analicen la evolución de los 
niveles de las incretinas en ayunas o tras la ingesta en individuos normales frente a los obesos 
y los diabéticos. Por tanto existe una necesidad de estandarizar los protocolos de medida de 
los niveles de las incretinas y extender estos estudios, sobre todo incluir a GIP, dadas las 
proporciones de la población obesa y/o diabética. 
El defecto insulinotrópico del GIP en los diabéticos podría deberse a la disminución de la 
expresión de su receptor (GIPR) en islotes pancreáticos (118-119) o a la desensibilización del 
mismo (219). Un reciente estudio en humanos asocia un polimorfismo único en el gen de 
GIPR con el aumento de los niveles plasmáticos de glucosa, la disminución de la secreción de 
insulina y la disminución del efecto incretina (186). La interrupción transitoria mediante 
antagonistas del receptor de GIP [(Pro3)-GIP] (74-75), la ablación de las células K (2) o la 
eliminación genética de la acción de GIP (GIPR-/-) (137, 242) en roedores aminora la diabetes 
y modula la acumulación de grasa en los adipocitos, lo que probablemente conduce a la 
disminución de la resistencia a la insulina. Estos datos son consistentes con los obtenidos a 
partir de los pacientes de cirugías bariátricas que muestran una disminución en los niveles del 
GIP tras la cirugía (173). Estas cirugías son muy eficaces para reducir el peso así como para 
regular la glucemia, contribuyendo a controlar la diabetes. 
3. BASES MOLECULARES DE LA RELACIÓN ENTRE LAS ENFERMEDADES 
METABÓLICAS Y EL CÁNCER 
En consonancia con la implicación de la vía de WNT tanto en el cáncer como en las 
enfermedades metabólicas, numerosos estudios epidemiológicos demuestran una frecuencia 
aumentada de ciertos tipos de cáncer en los sujetos obesos (84) y en los diabéticos (166, 181). 
Curiosamente estos estudios no identifican a la señalización de WNT como un factor común 
de riesgo y llama la atención que todos ellos están caracterizados por presentar alteraciones en 
el metabolismo de la glucosa. 
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Las células tumorales también se caracterizan por presentar alteraciones metabólicas, 
entre las que destacan el elevado consumo de glucosa, denominado efecto “Warburg” (227). 
A su vez, se ha demostrado que la modulación de la ingesta tiene un impacto sobre la 
tumorigénesis colorrectal (94), donde el papel de WNT se conoce bien, y ello sugiere que la 
señalización por WNT en el intestino podría regularse por los componentes de la dieta. La 
glucosa induce la secreción de las incretinas (158-159) y parece lógico pensar que también 
regule su producción induciendo su expresión génica per se o colaborando con otras señales 
como WNT. 
El riesgo incrementado de cáncer asociado a la diabetes se ha justificado a través de la 
hiperinsulinemia (169, 187). La hiperinsulinemia aparece en el estado pre-diabético como 
respuesta para compensar la hiperglucemia y/o la resistencia a la insulina. La administración 
exógena, necesaria tras el fallo de la célula β pancreática, y la dificultad de controlar los 
niveles normales conducen también a hiperinsulinemias puntuales. Algunos autores proponen 
que el aumento en la frecuencia de cáncer asociado a la diabetes tiene que ver con estas 
hiperinsulinemias, puesto que la insulina puede activar a su receptor y al receptor del factor de 
crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1R), actuando como un factor de crecimiento para la 
proliferación celular (170). Sin embargo, este mecanismo puede no ser suficiente para 
explicar la asociación entre la hiperglucemia y el cáncer (200), entre la obesidad sin 
resistencia a insulina y el cáncer. 
Los péptidos liberados por el tejido adiposo o las adipoquinas también pueden jugar un 
papel mediando el incremento en la frecuencia de cáncer en la obesidad (88) y se ha sugerido 
que la pérdida de peso puede reducir el riesgo de cáncer en sujetos obesos (84). Los datos más 
claros proceden de la reducción de peso asociada a la cirugía bariátrica que restaura el control 
de la glucemia (134) y reduce la tasa de cáncer (7) poniendo de manifiesto la posible relación 
entre la hiperglucemia y el cáncer. En conjunto, la hiperglucemia y la obesidad deberían 
entenderse como factores de riesgo comunes entre la diabetes y el cáncer. Tanto la 
hiperglucemia como la obesidad están controladas en el organismo por las incretinas que se 
secretan en respuesta a la ingesta de glucosa y actúan sobre los órganos más importantes en el 
control del metabolismo global. La señalización de las incretinas está alterada en la diabetes 
(145, 210) y podrían jugar un papel en cáncer, como se ha apuntado anteriormente. 
En resumen, las adipoquinas, la insulina y el IGF-1 han sido hasta ahora los principales 
candidatos para explicar la relación entre la diabetes y el cáncer. Sin embargo la 
hiperglucemia y las alteraciones de la vía de WNT podrían mediar también esta relación. 
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4. LA VÍA WNT COMO POSIBLE NEXO ENTRE LAS ENFERMEDADES 
METABÓLICAS Y EL CÁNCER 
La vía de señalización por las proteínas WNT controla el desarrollo embrionario, 
induciendo la proliferación y la diferenciación celular y es responsable de la renovación de los 
tejidos adultos (116). En el tracto gastrointestinal la vía de WNT es necesaria para el 
mantenimiento de las células pluripotentes (100), la maduración de las células de Paneth 
(217) y el desarrollo de las glándulas intestinales (101). La renovación del epitelio intestinal 
corre a cargo de las células troncales pluripotentes, situadas en la base de las criptas, que se 
dividen asimétricamente dando una célula troncal y otra célula altamente proliferativa, como 
se representa en la figura 6A. La proliferación de estas células las empuja a lo largo del eje de 
cada vellosidad con lo que quedan expuestas a nuevos estímulos que determinan su 
progresiva diferenciación y finalmente la muerte celular programada (apoptosis) y su 
posterior descamación al lumen intestinal (68, 168, 172). 
 
Figura 6: Funciones de la vía de WNT en las células intestinales (A) y en el desarrollo de cáncer 
gastrointestinal (B). (Modificado de Radtke F, et al. Science, 2005. 307(5717): 1904-1909 y 
Hoppler et al J Cell Sci, 2007. 120(3): 385-393) 
El 90% de los tumores gastrointestinales desarrollan mutaciones en alguno de los 
intermediarios de la vía de WNT que conducen a una activación constitutiva de la vía y de sus 
genes diana, lo que determina un crecimiento celular descontrolado y la formación de tumores 
(52). Determinadas mutaciones en la vía de WNT conducen a la estabilización y a la 
acumulación de su efector (la β-catenina) de manera independiente de estímulo y promueven 
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la proliferación celular y la progresión tumoral (192), considerándose la acumulación nuclear 
de la β-catenina, una marca de actividad de la vía de WNT. Así, en el epitelio normal los 
niveles de la β-catenina nuclear son altos en las células de la base de las criptas y las células 
proliferativas del cuello (12, 216), mientras que no se detecta en las células que ocupan los 
nichos diferenciados del ápice de la vellosidad, como se representa en la figura 6B donde el 
gradiente gris representa los niveles nucleares de la β-catenina. En contraste el tejido tumoral 
se caracteriza por tener elevados niveles de β-catenina nuclear en los nichos que deberían 
estar ocupados por células diferenciadas (1) (figura 6B). Se han descrito numerosas 
mutaciones en distintos componentes de la vía de WNT que conducen a la acumulación de la 
β-catenina. La acumulación nuclear de la β-catenina a lo largo del eje de la vellosidad se 
considera un marcador de malignidad. 
La caracterización de los mecanismos y de los factores ambientales que regulan la 
señalización de WNT en las células tumorales es de gran interés para el desarrollo de nuevas 
estrategias preventivas y terapéuticas contra el cáncer. 
4.1. Señalización por proteínas WNT a través de la vía canónica (WNT/β-catenina) 
Las proteínas WNT reconocen y se unen a receptores de membrana de la familia Frizzled 
(FZD). Los FZD son receptores acoplados a las proteínas G con un dominio rico en cisteínas 
que interacciona con los ligandos WNT (37), una región hidrofóbica que contiene los siete 
dominios transmembrana (226) y un dominio C-terminal citoplásmico que interacciona con la 
proteína Dishevelled (DVL) (34) y con las proteínas G (224), como se representa en la figura 
7. El complejo WNT/FZD puede señalizar por sí solo o asociarse a co-receptores con un 
único dominio transmembrana de la familia LRP (proteínas relacionadas con el receptor de 
lipoproteínas) también esquematizado en la figura 7. En vertebrados se han descrito dos tipos: 
LRP5 y LRP6 (60), que se caracterizan porque en su región extracelular poseen varios 
dominios de interacción con proteínas reguladoras (167, 204) relacionadas con las proteínas 
WNT, como Dickkopf (DKK) y las proteínas solubles relacionadas con los receptores 
Frizzled (sFRP). 
Dependiendo del tipo de receptor(es) y de los intermediarios posteriores reclutados, las 
proteínas WNT pueden señalizar a través de distintas vías. La unión de WNT a FZD-1 y 
LRP5/6 activa la vía canónica (dependiente de β-catenina), mientras que las vías no canónicas 
WNT/Ca2+ (97) y WNT/PCP (Polaridad celular planar) son independientes de los receptores 
LRP (24, 133). 
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Figura 7: Esquema de los receptores de las proteínas de WNT. 
Las mutaciones en los intermediarios de la vía canónica o WNT/β-catenina, cuyo efector 
principal es la -catenina están asociadas a varios tipos de cáncer. La señalización a través de 
la vía canónica implica la interacción secuencial de (1) los ligandos WNT con sus receptores 
FZD; (2) la formación del complejo de co-receptores FZD-LRP; (3) la interacción de éstos 
con la proteína DVL; (4) las interacciones de estos con el complejo de degradación de la -
catenina, que se describe más adelante, y su desmantelamiento. Como consecuencia se 
acumula la β-catenina que entra al núcleo, se une a los factores de transcripción TCF/LEF 
(factor de transcripción específico de las células T/factor potenciador de linfocitos) y 
promueve la activación transcripcional de los genes diana de la vía. 
La proteína citosólica DVL regula la vía canónica uniendo el complejo WNT/FZD/LRP 
al complejo de destrucción de la β-catenina. DVL puede interaccionar con distintas proteínas 
a través de tres dominios conservados, constituyendo un punto de ramificación y activando 
otras vías de señalización por proteínas WNT independientes de receptores LRP, como la vía 
WNT/PCP y la WNT/Ca2+ (223). En la vía canónica la interacción WNT/FZD/LRP/DVL 
conduce a la desestabilización del complejo de degradación de la β-catenina (27). El 
reclutamiento de los co-receptores LRP activados por el complejo WNT/FZD provoca la 
fosforilación secuencial de éstos por la caseína quinasa 1 (CKIα) y la quinasa de la glucógeno 
sintasa 3β (GSK3β) en su región citoplasmática, creando sitios de unión para la axina y 
promoviendo un cambio conformacional del complejo de degradación que permite la 
liberación de la β-catenina (250). 
En ausencia de las proteínas WNT la β-catenina forma parte de las estructuras de 
adhesión célula-célula (uniones adherentes) que une las cadherinas al citoesqueleto a través de 
la α-catenina (87, 141) y la β-catenina citoplásmica se degrada mediante el complejo de 
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degradación (27). Uno de los pasos limitantes de la vía canónica consiste en inhibir la 
degradación de la β-catenina. 
El complejo de degradación está formado por proteínas con funciones estructurales como 
la Axina y APC (Adenomatous polyposi coli) implicadas en el ensamblaje o el 
desmantelamiento del complejo (105), aunque quizás al unirse a la β-catenina también 
regulen su localización núcleo-citoplásmica (28, 147) gracias a sus secuencias de localización 
nuclear (NLS) y de exportación nuclear (NES). Además de las proteínas Axina y APC, el 
complejo de degradación posee proteínas con actividad quinasa como la CKIα y la GSK3β 
que fosforilan secuencialmente a la β-catenina (112). La fosforilación de la β-catenina por la 
CKIα (3) es necesaria para su posterior fosforilación por la GSK3β, que a su vez promueve su 
ubiquitinación y posterior degradación por el proteasoma (155). Las interacciones entre todos 
los componentes del complejo de degradación son bastante complejas e incluyen diversas 
fosforilaciones de varios componentes que favorecen o inhiben su ensamblaje funcional. La 
figura 8 presenta una visión global de la cascada de activación de la vía canónica activada por 
los ligandos de WNT. 
 
Figura 8: Representación de la vía canónica (WNT/β-catenina) inactiva y activa. 
La unión de las señales de WNT al complejo receptor desencadena una serie de 
acontecimientos que desestabilizan el complejo de degradación y resultan en la 
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deslocalización de la β-catenina, su acumulación citosólica y su paso al núcleo (52), donde se 
une a los factores de transcripción TCF/LEF (13) desplazando a los co-represores 
transcripcionales TLE (proteínas co-represoras que forman complejos con HDAC)/Groucho e 
iniciándose la transcripción de los genes diana (c-myc, Ciclina D, etc.) implicados en 
proliferación (59, 194, 207). 
Las proteínas TCF/LEF son factores de transcripción con dominios de unión al ADN del 
tipo HMG (grupo de alta movilidad) (212), que se caracterizan por unirse al surco menor del 
ADN. Los factores TCF/LEF se comportan como represores constitutivos de la expresión 
génica al estar unidos a los co-represores TLE/Groucho (21). La unión de la β-catenina 
desplaza a los co-represores y convierte a los factores TCF/LEF en activadores 
transcripcionales de los genes diana (17) actuando como uno de los más potentes co-
activadores conocidos. 
En humanos se conocen cuatro genes de la familia TCF/LEF: TCF7 (conocido como 
TCF1), LEF1, TCF7L1 (antes TCF3) y TCF7L2 (antes TCF4). En los últimos años se han 
identificado más de 50 genes susceptibles de ser regulados por los complejos de la β-catenina-
TCF/LEF en Drosophila, Xenopus y ratón. La figura 9 presenta un resumen de los genes 
regulados por WNT/β-catenina e implicados en el desarrollo del cáncer gastrointestinal (31, 
46, 53, 58-59, 80, 92, 96, 99, 124, 136, 149, 179, 194, 207, 234, 252). 
 
Figura 9: Ejemplo de genes diana de WNT/β-catenina implicados en el desarrollo de cáncer 
gastrointestinal. 
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En resumen, además de los estudios epidemiológicos que relacionan las alteraciones en la 
vía de WNT con las enfermedades metabólicas, numerosas evidencias relacionan la vía de 
WNT/β-catenina con el mantenimiento y la renovación del epitelio intestinal y sus 
alteraciones con el desarrollo de cáncer. De lo anteriormente expuesto se concluye que la 
regulación de esta vía es extremadamente importante para mantener una renovación tisular 
compatible con el mantenimiento de la homeostasis. 
4.2. Regulación de la vía de WNT 
El control estricto de los patrones de expresión temporal y espacial de las proteínas WNT 
y de proteínas relacionadas (ver la figura 11 en la página siguiente) así como la regulación de 
los intermediarios de su señalización es fundamental para el correcto funcionamiento de la 
vía. A pesar de que se han identificado muchos componentes, todavía estamos lejos de 
comprender los factores y procesos que regulan la vía de WNT y la especificidad de su señal. 
4.2.1. Regulación a nivel de los ligandos y receptores 
Las proteínas WNT forman una gran familia de ligandos codificados a partir de una 
familia de protoncogenes presentes desde las anémonas hasta los humanos. El primer oncogén 
de la familia WNT, Int-1, se identificó por su habilidad para formar tumores de mama en 
ratones cuando se activaba a través de la integración del virus MMTV (Virus de tumor 
mamario de ratón). Este oncogén, resultó ser el homólogo del gen Wingless de Drosophila, y 
se renombró como una combinación de ambos nombres: Wnt-1 (152); los homólogos de los 
genes Wnt de ratones también se denominaron WNT en humanos. 
 
Figura 10: Esquema de las proteínas WNT. Aparecen representados los dominios ricos en cisteína 
(puntos), los residuos glicosilados (  ) y palmitoilados (    ), el dominio de interacción con el 
receptor FZD y el péptido señal. 
Las proteínas WNT son moléculas hidrófobas, secretadas por las células no diferenciadas, 
las células inflamatorias y los adipocitos, gracias a un péptido señal (133). Los ligandos WNT 
se asocian a las membranas celulares a través de las palmitoilaciones (236) y a la matriz 
extracelular a través de las glicosilaciones (174) típicas de sus múltiples residuos de cisteína y 
necesarias para su función (133). Las proteínas WNT actúan como señales autocrinas o 
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paracrinas, aunque no se descarta un posible papel endocrino a distancias mas largas (14, 20, 
114, 209). Los dominios y las características más importantes de las proteínas WNT aparecen 
esquematizados en la figura 10. 
La producción, maduración y secreción de las proteínas WNT no son los únicos puntos 
de control de su señalización. La unión de las proteínas WNT a sus receptores, y en 
consecuencia su señalización, está regulada extra-celularmente por proteínas secretadas que 
las secuestran (como el factor 1 inhibidor de WNT o WIF) o por proteínas que compiten 
como antagonistas por sus receptores (como las proteínas DKK y las proteínas solubles sFRP) 
(86). En la figura 11 hemos esquematizado la estructura de estos reguladores poniendo de 
manifiesto los dominios más importantes en su control de la señalización de WNT. 
 
Figura 11: Esquema de los inhibidores de la vía de WNT. 
Las proteínas WNT, sus inhibidores solubles y los receptores se expresan con patrones 
tejido-específicos muy regulados. Aunque está claro que los ligandos y sus inhibidores se 
pueden unir a distintos receptores de WNT se sabe poco a cerca de la expresión, el tráfico y la 
endocitosis y la des-sensibilización de estos. Las interacciones entre los ligandos y los 
antagonistas de sus receptores son muy complejas y aun se necesita mucho trabajo para 
entender la regulación de la señalización de WNT a este nivel (90). 
4.2.2. Regulación a nivel de los intermediarios 
Las interferencias de la vía de WNT con otras vías proporcionan oportunidades para 
coordinar, ajustar y afinar los niveles de activación y represión transcripcional, así como su 
duración, de manera específica en los distintos tipos celulares y en respuesta a diferentes 
estímulos. La señalización de WNT modula y es modulada por otras vías de señalización 
implicadas en cáncer, como la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 
ERK (249) y p38 (26, 32). Así, la quinasa GSK3β fosforila, además de a la β-catenina a una 
gran variedad de sustratos como las enzimas metabólicas (Ej. la glucógeno sintasa) o los 
factores de transcripción (CREB, c-Myc y c-Jun), que son efectores de otras vías de 
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señalización, promoviendo su salida del núcleo o la disminución de su unión al DNA y en 
consecuencia su actividad transcripcional. Por otro lado, la β-catenina se une y modula la 
actividad de efectores de otras vías como las proteínas Smads en respuesta a la señalización 
por TGFβ (107) o los factores de transcripción FoxO1 (44, 67) efectores de la vía de 
PTEN/PI3K/AKT (160). 
A su vez los intermediarios transduccionales de WNT (GSK3β, β-catenina y TCF/LEF) 
son diana de otras vías implicadas en cáncer, como la vía de PI3K/Akt (142, 193), la vía de la 
MAPK p38 (16, 208) y la vía de la proteína quinasa C (PKC) (29), que inhiben a la GSK3β, o 
la vía de la PKA que inactiva a la GSK3β (203) e independientemente estabiliza a la β-
catenina (205). 
4.2.3. Regulación a nivel de los efectores 
Dividiremos los efectores de la señalización de WNT en los factores de transcripción de 
la familia TCF/LEF y el co-activador: β-catenina. 
 Factores TCF/LEF 
Los factores de transcripción de la familia de TCF/LEF se expresan abundantemente 
durante el desarrollo embrionario y su expresión disminuye o se silencia en la mayoría de los 
tejidos adultos, salvo en los tejidos con una alta tasa de renovación que contienen poblaciones 
de células troncales en continuo crecimiento y diferenciación, como las criptas del colon e 
intestino (11, 100, 175, 253). 
La estructura de los factores TCF/LEF se esquematiza en cuatro dominios funcionales 
representados en la figura 12: un dominio N-terminal de unión a la β-catenina (13) que 
mediará su acción activadora de la transcripción; un dominio central de interacción con co-
represores que median su actividad represora de la transcripción; un dominio de unión al 
DNA del tipo HMG (212) seguido de una señal NLS y una cola C-terminal variable (41, 69, 
215). Algunos miembros de la familia TCF/LEF se pueden transcribir a partir de dos 
promotores alternativos (69, 215). El primer promotor dirige la transcripción de un RNA 
mensajero que codifica para la proteína entera (TCF o LEF), mientras que el segundo produce 
una forma truncada carente del dominio de unión a la β-catenina pero que conserva los 
dominios de interacción con los co-represores y con el ADN y por tanto se comporta como un 
represor constitutivo, representado en la figura 12 como "dominante negativo" (DN), es decir 
silencia los genes diana y no responde a la activación de la vía por WNT (69). La única 
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manera de activar los genes ocupados por estos "dominantes negativos" sería la competición 
con la forma completa si se expresara de manera más abundante. El uso de diferentes 
promotores para la transcripción de los genes o el procesamiento (“splicing”) alternativo dan 
lugar a distintas isoformas de los factores con actividades a veces opuestas. 
A pesar de su homología los factores TCF/LEF no son completamente intercambiables o 
redundantes entre sí. El equilibrio en la expresión relativa de los distintos miembros e 
isoformas de los factores TCF/LEF determinan la intensidad y la especificidad de la respuesta 
a las señales de WNT (5, 228). La comparación de la expresión de los factores TCF/LEF y de 
su actividad en el intestino normal y en carcinomas de colon sugiere que las cantidades 
relativas de cada isoforma cambian a medida que avanzan los tumores, lo que puede influir en 
la activación de los genes diana relacionados con la diferenciación y la progresión tumoral y 
con la especificidad de la señal de WNT en el núcleo (229). Aunque el mecanismo 
responsable de los cambios de expresión entre las isoformas TCF/LEF no se conoce aún, la 
misma señalización WNT podría regular estos factores (180) ya que los promotores de los 
factores TCF/LEF contienen elementos de respuesta a WNT (70). 
 
Figura 12: Esquema de los dominios conservados de los factores TCF/LEF y de su diversidad. 
La regulación de las proporciones relativas entre las distintas isoformas, de su afinidad 
relativa por los elementos de unión en distintos promotores y de las diferencias de afinidad 
relativa por la β-catenina u otras proteínas que modulen su actividad o localización suponen 
un apasionante campo de investigación. 
 β-Catenina 
Las mutaciones en el exón 3 del gen de la β-catenina, que le permitirían “escapar” del 
control del complejo de degradación (76, 135, 182, 199), se consideran un evento temprano 
en la carcinogénesis (15). 
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La β-catenina, como principal característica estructural, presenta 12 repeticiones 
denominadas en Armadillo (Arm) por la homología con su ortólogo Armadillo en Drosophila. 
Las repeticiones Arm contienen los sitios de unión de β-catenina con APC, las cadherinas y 
los miembros de la familia de los factores de transcripción TCF/LEF (241), como se 
esquematiza en la figura 13. La región amino-terminal de la β-catenina es importante para la 
regulación de su estabilidad, mientras que la región carboxi-terminal posee un dominio de 
activación transcripcional extremadamente potente (241). Como se explica en el apartado 4.1 
las fosforilaciones secuenciales de la β-catenina son necesarias para su ubiquitinación y 
degradación en el proteasoma, las mutaciones en la Ser45 (fosforilada por la CKI) inhiben las 
fosforilaciones posteriores en residuos de la región amino-terminal, por la GSK3β (112) y su 
degradación. Una vez acumulada en el citoplasma la actividad transcripcional de la β-catenina 
depende de sus interacciones con diversas proteínas que afectan a su estabilidad, 
conformación, localización y/o actividad transcripcional ya que la β-catenina no contiene 
secuencias NLS ni NES ni dominios de unión al ADN. 
 
Figura 13: Estructura de la β-catenina. Sitios de unión de la β-catenina con APC, las cadherinas y 
los miembros de la familia TCF/LEF y los residuos regulables por fosforilación (P). 
El mecanismo que establece el paso de la β-catenina del citoplasma al núcleo no está 
claramente establecido. El sistema clásico de importación de proteínas al núcleo se basa en la 
interacción de un dominio rico en aminoácidos básicos (NLS), con las importinas α y β y con 
los complejos proteicos del poro nuclear (NPC) (154, 221). El mecanismo de exportación se 
basa en la interacción de un dominio rico en leucinas (NES) con el receptor CRM1/exportina1 
(Chromosome Region Maintenance 1) (198). La β-catenina carece de señales NLS y NES (45) 
y por tanto su tráfico núcleo-citoplasma ha de ser independiente de ellas. Varios trabajos han 
descrito que la translocación nuclear de la β-catenina es dependiente del factor de 
transcripción LEF1 que posee una secuencia clásica NLS (71, 93) mientras que otros 
presentan evidencias de que es la β-catenina la que actúa como importador nuclear de LEF1 
(6), siendo este punto todavía bastante controvertido en la investigación de la vía de WNT/β-
catenina. La interacción directa de la β-catenina con los componentes del NPC a través de sus 
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repeticiones Arm 10-12 y su dominio C-terminal (98) podrían mediar su paso al núcleo (202, 
246) y su salida estaría mediada por la unión directa a CRM1 (89). 
A pesar de esta unión directa, el paso al núcleo ha de estar regulado. Recientemente 
distintos trabajos han descrito la regulación de la localización celular de la β-catenina por 
modificaciones postraduccionales, como las acetilaciones en residuos de lisina. Estos trabajos 
sugieren que las acetil transferasas: CBP (proteína de unión a CREB) y p300 (19, 61, 108) así 
como el factor asociado a ellas denominado PCAF (50) favorecen la localización nuclear de la 
β-catenina y un aumento en su actividad oncogénica. Otros trabajos sugieren que la 
desacetilación de la β-catenina por la familia de las sirtuinas reduce su potencial oncogénico 
(19, 47). Sin embargo mientras que la sobre expresión exógena de la p300 puede forzar su 
interacción con la β-catenina y promover la acetilación de esta (61, 102, 108) no se han 
identificado las señales fisiológicas que regulan las interacciones de la β-catenina con la 
CBP/p300 o las sirtuínas, o su acumulación nuclear. 
La investigación futura debe aclarar la contribución de cada uno de estos mecanismos a la 
retención nuclear de la β-catenina característica de los tumores y sobre todo cuáles son las 
señales ambientales que controlan dichos mecanismos. 
 
 
En resumen, las alteraciones de la vía de WNT relacionadas con el cáncer están bien 
estudiadas aunque faltan por conocer muchos detalles moleculares. Los estudios 
epidemiológicos recientes sugieren también que la vía de WNT juega un papel importante en 
el control del metabolismo global, pero no se conocen los mecanismos implicados. 
Nuestro trabajo representa un avance en el campo porque contribuye a esclarecer las 
relaciones entre la vía de WNT, el control metabólico y el cáncer de dos maneras. Desde un 
punto de vista mecanístico identifica nuevas dianas de la glucosa con capacidad para 
perpetuar el fenotipo tumoral. Desde un punto de vista general podría contribuir a prevenir el 
riesgo incrementado de padecer cáncer entre los diabéticos. 
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OBJETIVOS 
 
1. Análisis de la regulación de la expresión de las incretinas por la vía de WNT en células 
enteroendocrinas. 
 Mapeo de los promotores de GIP y GCG e identificación de los sitios funcionales de 
regulación por WNT. 
 Disección de los factores y de los mecanismos implicados en la activación de la 
expresión de las incretinas por señales WNT. 
 
2. Estudio de la modulación de la señalización de WNT por glucosa. 
 Análisis de los efectores de la vía de WNT implicados  
 Disección de los mecanismos involucrados. 
 Extensión de nuestros resultados a otros sistemas: células tumorales humanas no 
endocrinas de diversos orígenes. 
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Métodos y Resultados 
INTRODUCCIÓN AL CAPÍTULO 1 
La vía WNT/-catenina aumenta la producción de las incretinas por las células 
enteroendocrinas. 
En este trabajo hemos analizado si la señalización por la vía de WNT regula la 
producción de las dos incretinas (GIP y GLP-1) a nivel transcripcional. Las incretinas 
participan en la regulación del metabolismo global y muchos de sus tejidos diana como 
páncreas o tejido adiposo, están gobernados por la señalización de la vía de WNT. Las 
alteraciones en la señalización por WNT y por las incretinas están asociadas con 
enfermedades metabólicas como la obesidad y la diabetes pero no se conoce si existe una 
relación causa-efecto entre ellas. Nuestro trabajo es importante porque demuestra que las 
proteínas WNT inducen la expresión génica de las dos incretinas. 
Para estudiar si las incretinas se regulan transcripcionalmente por WNT hemos clonado 
los promotores de GIP y de GCG y hemos usado la línea celular enteroendocrina STC-1 de 
ratón como modelo. Hemos identificado nueve sitios teóricos de regulación por WNT en el 
promotor de GIP y seis en el de GCG y hemos caracterizado su funcionalidad. Hemos 
diseccionado la vía e identificado los intermediarios implicados. Nuestros resultados indican 
que la señalización por WNT aumenta la producción transcripcional de ambas incretinas en 
las células enteroendocrinas. Los efectores de WNT actúan a nivel transcripcional a través de 
un elemento de respuesta específico localizado en el promotor proximal de GIP y conservado 
en los promotores humanos y murinos, así como en el promotor de GCG 
La obesidad y la diabetes están asociadas a alteraciones en los efectores de WNT, a 
incrementos en los niveles de GIP y a una disminución del efecto incretina; nuestro trabajo 
identifica a las incretinas como nueva conexión y potenciales mediadoras entre las 
alteraciones en la señalización por WNT y estas enfermedades metabólicas. 
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ESM Fig. 1. WNT receptors expressed in entero-endocrine STC-1 cells. RNA from cells treated or not with the 
indicated lithium concentrations were subjected to RT-PCR using primers indicated in ESM Table 2. A DNA 
molecular weight marker (Mark) (100 bp ladder) was used, with upper and lower band corresponding to 400 and 100 
bp respectively (all seven gels), as indicated. C+, HT-29 cell line from colon used as positive control; C−, negative 
control. Water was used to show primer and product specificity (TIFF 2522 kb)  
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ESM Fig. 2 Lithium and WNT increase LEF1 and β-catenin binding to the TCF/LEF binding site (TL)5 in the mouse 
Gip promoter. Cells were cultured for 24 h with LiCl (50 mmol/l) or recombinant WNT3A (50 ng/ml). Cross-linked 
chromatin immunoprecipitated with anti-LEF1 or anti-β-catenin antibodies and purified was analysed by PCR using 
primers specified in ESM Table 1. a Semiquantitative PCR showed that TL5 containing chromatin from cells treated 
with WNT or lithium binds LEF1 and β-catenin better than chromatin from control cells (compare lanes 8–9 with 7 
and lanes 11–12 with 10). C, control cells. Preimm, preimmune serum was used to control the specificity of α-LEF1 
and α–β catenin antibodies. GIP Int Control, a sequence lacking TL sites from an intron in the mouse Gip gene is not 
bound nor immunoprecipitated. b Quantitative PCR (QPCR) on the immunoprecipitated chromatin. Values were 
normalised (subtraction of preimmune and division by input) and expressed as fold induction over chromatin 
immunoprecipitated from control (untreated) cells (PDF 670 kb)  
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INTRODUCCIÓN AL CAPÍTULO 2 
La glucosa amplifica la señalización de WNT en cáncer promoviendo la acetilación 
de la β-catenina 
En el trabajo anterior hemos demostrado que la síntesis de las incretinas está regulada por 
la señalización de WNT, tremendamente implicada en cáncer. Las incretinas controlan el 
metabolismo de forma global y en particular la glucemia. Las profundas alteraciones 
metabólicas que sufren las células tumorales con un consumo elevado de glucosa y aumento 
de la glucólisis en detrimento de la fosforilación oxidativa, sugieren que la glucosa podría 
afectar a la señalización implicada en el cáncer. Esta hipótesis estaría apoyada por numerosos 
estudios epidemiológicos que asocian una frecuencia aumentada de ciertos tipos de cáncer 
con la hiperglucemia y la diabetes. En este trabajo usamos los genes de las incretinas para 
estudiar si la glucosa altera la señalización por WNT que está implicada en cáncer. 
Nuestros resultados demuestran que los niveles elevados de glucosa (como los alcanzados 
en la hiperglucemia) amplifican la señalización por WNT actuando sobre su efector, la β-
catenina, y aumentando su retención nuclear. La glucosa y el litio, como mimético de la vía 
de WNT, regulan el balance de acetilación/desacetilación de la β-catenina aumentando los 
niveles de la p300, y favoreciendo sus interacciones con la β-catenina a la vez que disminuyen 
las interacciones entre la β-catenina y la SIRT1, y la actividad desacetilasa de las sirtuinas. En 
conjunto se favorece la acetilación y ello resulta en la retención nuclear de LEF1 y de la β-
catenina, que activa la transcripción de los genes diana de la vía de WNT implicados en el 
control del metabolismo y la proliferación tumoral. 
Nuestros resultados no se restringen a una línea celular sino que la amplificación por la 
glucosa de la señalización de WNT se da en células derivadas de tumores humanos de 
orígenes muy diversos. Nuestros estudios podrían tener importantes repercusiones en la 
prevención y el tratamiento de las enfermedades metabólicas y del cáncer, al poner de 
manifiesto un nuevo nexo, la vía de WNT, que relaciona la diabetes y el cáncer y nuevas 
dianas mecanísticas (las acetilaciones, la p300 y las sirtuinas). 
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 Wnt signaling amplification by high glucose ties a cancer-related pathway to diabetes 
 
 Upon Wnt signaling, high glucose is required for: 
 
  ▪ increased levels and interactions of the acetylase p300 with β-catenin 
 
  ▪ enhanced inhibition of the deacetylase activity of sirtuins. 
 
  ▪ nuclear accumulation of β-catenin and transcriptional activity in  
  tumor cells 
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SUMMARY 
Nuclear accumulation of β-catenin, a widely recognized marker of poor cancer prognosis, drives 
cancer cell proliferation and senescence bypass, and also regulates incretins, critical regulators of fat 
and glucose metabolism. Diabetes, characterized by elevated blood glucose levels, is associated with 
increased cancer risk, in part because of increased IGF1 signaling, but whether elevated glucose 
directly impacts on cancer-associated signal transduction pathways is unknown. Here we show that 
glucose is essential for Wnt signaling by increasing β-catenin acetylation and nuclear retention 
through alterations in the balance of p300 and sirtuins. Intra-nuclear accumulation of β-catenin is 
followed by binding and activation of its target promoters under combined glucose and Wnt 
stimulation, but not with either stimulus alone. Our results reveal a novel mechanism by which high 
glucose enhances signaling through the cancer-associated Wnt/β-catenin pathway and may explain the 
increased frequency of cancer associated with obesity/diabetes. 
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INTRODUCTION 
 ‘The dose makes the poison’ wrote Paracelsus in the sixteenth-century and it is especially 
elevant for diabetics in reference to glucose. Less known, although widely accepted, is that the obese 
and/or diabetic population has an increased frequency of certain cancers. Although increasingly 
important and strongly supported by epidemiological evidence (Gao and Yao, 2009; Gerber, 2009; 
Hillon et al., 2011; Khandekar et al., 2011; Renehan et al., 2008), little is known of the mechanistic 
origins of the diabetes/obesity-cancer link. 
 High insulin levels, as an adaptation to insulin resistance at the onset of diabetes or as a result of 
exogenous administration, may promote cell growth and cancer by acting through the Insulin Growth 
Factor receptor family (Pisani, 2008). However, hyperinsulinemia occurs secondary to 
hyperglycaemia and might not explain the increased cancer risk in the non-diabetic obese or 
hyperglycaemic populations. An alternative possibility is that high serum glucose levels may directly 
modulate cancerrelated signalling pathways, especially given the increased glucose consumption 
characteristic of cancer cells (Warburg et al., 1967). 
 The Wnt/β-catenin pathway is a global regulator of embryonic development, is required for 
tissue renewal in post-embryonic animals, for example in maintenance of stem cells in intestinal crypts 
(Korinek et al., 1998), and when deregulated can promote senescence bypass (Delmas et al., 2007), 
aberrant cell growth and cancer, (Barker et al., 2009; Kinzler and Vogelstein, 1996). As such, nuclear 
accumulation of β-catenin is one of the most widely recognized markers of malignancy. Significantly, 
a strong genetic association between specific polymorphisms in the TCF7L2 (TCF4) gene, an effector 
of the Wnt pathway and diabetes has been described (Lyssenko, 2008; Saxena et al., 2006) suggesting 
that Wnt/β-catenin may represent a link between diabetes and cancer.  
 The connections between Wnt signaling and diabetes, although increasingly recognized, are not 
straightforward. On glucose ingestion the body responds by secreting insulin to lower blood glucose 
levels and failure to do so leads to diabetes. The earliest response to glucose ingestion is the secretion 
by enteroendocrine cells of incretin hormones, which are required for glucose-dependent insulin 
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secretion and act on extra-pancreatic tissues to control global body energy balance, reviewed in 
(McIntosh et al., 2010). Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) accounts for 75% of incretin 
plasma levels (Nauck et al., 1989); Nauck et al., 1993), is responsible for pancreatic glucose-
dependent insulin secretion, and its signaling is lost in diabetes (Flatt and Green, 2006). Wnt/β-catenin 
increases the expression of the incretin genes, GIP and GCG (proglucagon) in enteroendocrine cells 
(Garcia- Jimenez, 2010; Garcia-Martinez et al., 2009; Yi et al., 2005) and modulates incretin signaling 
in pancreatic beta cells (Liu and Habener, 2008). Thus, the control of global metabolism by Wnt 
signaling might be mediated at least partially through increased expression and signaling of incretins. 
 The Wnt/β-catenin pathway is activated by Wnts binding to their co-receptors leading to 
inactivation of Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK3β), a kinase that constitutively phosphorylates β- 
catenin to trigger its degradation, reviewed in (Wu and Pan, 2010). Wnt-induced β-catenin 
stabilization is required for its entry into the nucleus where it binds members of the T cell 
factor/Lymphoid enhancer factor such as LEF1 to activate transcription of target genes (Clevers, 
2006). Although the regulation of β-catenin stabilization is well-characterized, the mechanisms that 
allow nuclear accumulation of β-catenin are poorly understood. 
 Here we show that nuclear accumulation of stabilized β-catenin requires glucose in a wide range 
of human tumor-derived cell lines. The effect of glucose is mediated via its ability to promote the 
formation of a LEF1/β-catenin complex that associates with the acetylase p300 and displaces the 
SIRT1 deacetylase, leading to increased β-catenin acetylation, its nuclear accumulation and 
transcription activation. The results highlight a key mechanism that ties glucose levels to Wnt/β-
catenin signaling that has important implications for both cancer and glucose homeostasis. 
 
 
RESULTS 
Glucose induction of GIP gene expression requires Wnt/lithium 
Glucose is the physiological stimulus for GIP secretion, but whether glucose induces GIP transcription 
is not known. To examine the effect of glucose on GIP expression we transfected enteroendocrine 
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STC-1 cells with a GIP promoter-luciferase reporter (Garcia-Martinez et al., 2009) and asked whether 
glucose depletion affected basal GIP promoter activity. Figure 1A shows that after 24 h of glucose 
deprivation, the activity of the promoter undergoes a 50% reduction and by 48 h, 80% of basal GIP 
promoter activity disappears. The effect of glucose addition on GIP expression was then evaluated and 
compared to the effect of lithium, which is known to mimic WNT3A signaling in STC-1 cells, 
inducing GIP expression through a LEF/Tcf element in the proximal promoter (Garcia-Martinez et al., 
2009). Surprisingly, neither lithium nor glucose alone induced the GIP promoter but in the presence of 
lithium, glucose induced a 2.2-fold increase in GIP promoter activity (Figure 1B). These data were 
confirmed for the endogenous GIP promoter (Figure 1C). Treatment with glucose or lithium alone 
promoted a modest induction of endogenous GIP (up to 2-fold) as determined using RT/qPCR. 
However, when glucose was added to cells growing with 20 mM lithium a robust induction up to 8-
fold was obtained. The results suggest that glucose targets molecules regulated by Wnt/lithium and 
explain why induction of GIP by glucose has been so difficult to observe previously in 
enteroendocrine STC-1 cells. 
Glucose induction of the GIP promoter is mediated via a LEF/Tcf response element 
Since glucose induction required the presence of lithium, we asked whether glucose alters the 
responsiveness of a consensus Wnt-dependent element in STC-1 cells transfected with 
TOPFlash/FOPFlash reporters, bearing eight copies of the consensus LEF/Tcf binding site or its 
mutated version respectively (Korinek et al., 1997). Briefly, lithium modestly increased by 2.5–fold 
the TOP/FOP ratio (Figure 1D), whereas glucose alone was unable to activate this promoter. However, 
glucose substantially amplified the effect of lithium, increasing the TOP/FOP ratio up to 8-fold.  
 Since lithium induces GIP expression in enteroendocrine cells through stabilization of the Wnt 
effector β-catenin that is targeted to the proximal GIP promoter (Garcia-Martinez et al., 2009), we 
asked whether glucos e also acted through this natural Wnt-responsive element. To this end, we 
transfected a series of GIP promoter deletion mutants and challenged them with glucose. Figure 1E 
shows that deletion of the promoter region containing the previously reported Wnt-dependent TL5 
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element (Garcia-Martinez et al., 2009) abrogated the response to glucose. Mutagenesis of the TL5 
element confirmed that its integrity is required for glucose induction (Figure 1F). Thus, glucose 
enhances lithium/Wnt-dependent GIP expression through molecules that bind the WNT-dependent 
TL5 element. 
Glucose is required for β-catenin nuclear accumulation 
Since lithium (or WNT3A) induction of GIP relies on many intermediaries, we next explored which 
molecule was targeted by glucose that underlies enhanced GIP expression. Lithium and WNT3A 
inactivates GSK3β by phosphorylation at Ser9. However glucose did not modify GSK3β 
phosphorylation and did not increase β-catenin levels (Supplementary Figure 1). We then used 
immunocytochemistry to study whether β-catenin sub-cellular distribution was targeted by glucose 
(Figure 2A). β-catenin staining was restricted to focal adhesions in cells cultured in the absence of 
lithium and glucose (top left). Glucose alone did not alter the location of β-catenin (bottom left), 
whereas lithium increased β-catenin staining throughout the cytoplasm (top right). Strikingly, addition 
of both glucose and lithium resulted in accumulation of β-catenin in the nucleus and depletion of the 
cytoplasmic and membrane-bound fractions (bottom right). Western blotting on fractionated cell 
extracts revealed that nuclear accumulation of β-catenin by glucose and lithium was a general cell 
response (Figure 2B). Lithium addition led, as expected, to cytoplasmic β-catenin accumulation 
without altering the small nuclear pool of β-catenin, while glucose alone neither altered β-catenin 
levels in the cytoplasm or in the nucleus. By contrast, glucose allowed the cytoplasmic pool of β- 
catenin accumulated via lithium-mediated inhibition of GSK3β to enter, accumulate, and be retained 
in the nucleus. Thus, in the absence of lithium, when excess β-catenin is degraded, glucose makes little 
effect. However when a previous stimulus drives β-catenin accumulation, glucose induces its nuclear 
retention and strongly enhances β-catenin effects on GIP induction. These results revealed that 
glucose-driven nuclear accumulation of β-catenin underlies the induction of incretin expression 
mediated by glucose. 
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Glucose favors LEF1 interaction with β-catenin to promote β-catenin nuclear retention 
 β-catenin is unable to bind directly to DNA however it activates incretin expression by glucose 
upon Wnt/lithium stimulation through an element that binds Wnt effectors such as LEF1. LEF1 
expression did not change significantly under glucose and lithium treatment (JMGM and CGJ, 
unpublished results). However, since β-catenin accumulates in the nucleus despite lacking a classical 
nuclear localisation signal (NLS) and LEF1 possesses its own NLS (Huber et al., 1996; Kim and Hay, 
2001) and is able to interact with β-catenin, we asked whether glucose favored LEF1/β-catenin 
interaction as a possible mechanism for nuclear accumulation of β-catenin. Immunoprecipitation of 
nuclear LEF1 revealed that while its interaction with β-catenin was not altered by single treatment 
with lithium or glucose (Figure 2C), addition of both glucose and lithium strongly enhanced β-catenin- 
LEF1 interaction indicating that lithium and glucose cooperate to selectively favor nuclear LEF1-β- 
catenin interaction. To elucidate whether β-catenin/LEF1 interaction was required for nuclear entry, 
we tested the ability of a β-catenin mutant unable to interact with LEF1 (Δ19 β-catenin) (Orsulic and 
Peifer, 1996; Prieve and Waterman, 1999) to translocate after treatment with glucose and/or lithium. 
Sub-cellular fractionated extracts revealed that in contrast to endogenous β-catenin that underwent 
nuclear accumulation following glucose and lithium stimulation (Figure 2D), the Δ19 β-catenin mutant 
unable to bind LEF1 failed to respond to the combined glucose and lithium treatment. We conclude 
that the ability of β-catenin to be retained into the nucleus relies on the 19 amino acids that mediate its 
interaction with LEF1. 
Glucose favours LEF1/p300 and inhibits LEF1/SIRT1 interactions. 
 Since our results indicate that LEF1/β-catenin interaction is critical for nuclear accumulation, 
and acetylation/deacetylation of β-catenin through p300/CBP (Xu and Kimelman, 2007); (Wolf et al., 
2002) and SIRT 1 (Firestein et al., 2008) impacts on its oncogenicity, we examined whether combined 
lithium and glucose treatment altered the levels of the acetylase p300 and the deacetylase SIRT1 and 
their interactions with LEF1. Both lithium and glucose independently increase nuclear p300 levels  
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(Figure 3A), and combined treatment with lithium and glucose results in an additional increase in 
p300. Despite the fact that SIRT1 levels were unaffected by these stimuli (Figure 3B) glucose addition 
reduced sirtuin activity by 40% in cells treated with lithium (Figure 3C). The effect of glucose was 
largely abolished by the sirtuin enhancer resveratrol, and was reproduced by the sirtuin inhibitor 
nicotinamide (NAA). Together, the results suggest that combined glucose and lithium treatment might 
profoundly alter the acetylation/deacetylation balance by increasing the acetylase p300 and reducing 
the de-acetylase activity of sirtuins.  
 Given that both p300 and SIRT1 activities control the localization of other transcription factors, 
and since we have identified LEF1/β-catenin complex formation as being critical for nuclear retention 
we immunoprecipitated LEF1 and examined whether glucose alters LEF1/p300 interactions (Figure 
3D). Basal LEF1/p300 interaction is detected under any condition however, combined glucose and 
lithium treatment increases by 3.5–fold the level of LEF1/p300 complexes. By contrast, although 
LEF1/SIRT1 complexes are also detected under any condition, glucose alone increases by 2.5–fold 
these complexes but strikingly in the presence of lithium, glucose is unable to favour LEF1/SIRT1 
interactions (Figure 3E). Thus, glucose in the presence of lithium promotes nuclear retention of 
LEF1/β-catenin, increase of LEF1/p300 and decrease of LEF1/SIRT1 complexes.  
Glucose induces acetylation of β-catenin and its nuclear retention 
Immunoprecipitation of nuclear β-catenin was then used to analyse whether glucose alters p300/β-
catenin interaction (Figure 4A). Strikingly, β-catenin/p300 interaction was detected only in cells 
treated with both glucose and lithium and not in control cells, or cells with single glucose or lithium 
treatment. We next analysed whether glucose alters SIRT1/β-catenin interactions (Figure 4B) and 
found that although glucose alone increases more than 2-fold the β-catenin/SIRT1 complexes, in the 
presence of lithium and glucose β-catenin/SIRT1 interaction is disrupted. Collectively, the results 
indicate that combined glucose and lithium treatment increases p300/LEF1/β-catenin interaction while 
preventing SIRT1/LEF1 and SIRT1/β-catenin interaction and suggest that increased acetylation by 
p300 may be required for nuclear retention of the complex. Importantly, LEF1 complexes with p300 
 
8 
91 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
and SIRT1, although present under all conditions, are controlled by glucose and lithium in opposing 
mways. In contrast, β-catenin complex formation with p300 and LEF1 is restricted to combined 
glucose and lithium treatment. This may suggest that LEF1/β-catenin complex formation is required 
for proper p300/β-catenin interaction. The requirement of LEF1 to mediate p300/β-catenin interaction 
was then examined by transfecting cells with Myc-tagged wild type or Δ19 β-catenin mutant (unable 
to interact with LEF1) and treatment with lithium, glucose, both, or none. Anti-Myc 
immunoprecipitates were analysed for the presence of p300 (Figure 4C). Δ19 β-catenin not only is 
unable to bind LEF1, but is also unable to bind p300 under any conditions. By contrast, wild type β-
catenin interacts with p300 only in cells treated with glucose and lithium (like endogenous β-catenin) 
the same conditions required for LEF1/β-catenin interactions, suggesting that a LEF1/β-catenin 
complex may recruit p300 more efficiently. The facilitation of p300/β-catenin interactions by LEF1 is 
supported by the fact that lithium alone induces accumulation of both β-catenin (Figure 2B) and p300 
(Figure 3A), but β-catenin/p300 complexes are undetectable (Figure 4A). Glucose alone induces 
accumulation of p300 (Figure 3A) but without lithium β-catenin/p300 complexes are undetectable 
(Figure 4A). Thus, LEF1/β-catenin interaction appears critical for both p300 interaction and nuclear 
retention.  
 To test whether β-catenin acetylation is increased for nuclear accumulation we 
immunoprecipitated nuclear extracts with anti-acetyl-lysine antibody and detected β-catenin. The 
results (Figure 4D) show increased acetylated β-catenin in the nucleus under combined glucose and 
lithium treatment when p300 recruitment is favoured. If β-catenin acetylation is the critical step for its 
nuclear accumulation, p300 overexpression should substitute for glucose and enhance p300/β-catenin 
interaction and nuclear accumulation in lithium treated cells.  
 In fact, Figure 4E shows that in cells that overexpress Flag-p300, but not control cells, lithium-
induced β-catenin accumulation is sufficient to increase its nuclear retention to levels similar to those 
seen with combined glucose and lithium in the absence of Flag-p300. Combined glucose and lithium 
treatment does not further increase nuclear β-catenin accumulation over the levels 
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reached by p300 overexpression, suggesting that p300 activity is the limiting step required for β-
catenin nuclear retention.  
 Manipulation of the acetylation/deacetylation balance through the sirtuin activity with NAA or 
resveratrol (Figure 4F) shows that inhibition of sirtuin activity mimics the effect of glucose by 
increasing nuclear β-catenin accumulation while resveratrol-enhanced sirtuin activity blocks the effect 
of glucose on nuclear accumulation of β-catenin. The immunocytochemistry shown in Figure 4G 
shows β-catenin location at the focal adhesions of control cells cultured in the absence of lithium 
(upper panel); as expected, lithium treatment results in cytoplasmic accumulation of β-catenin (second 
panel); both NAA and glucose (third and fourth panels respectively) result in similar accumulation of 
β-catenin inside the nucleus, while resveratrol prevents the nuclear accumulation of β-catenin induced 
by glucose (lower panel). This figure summarises the effects of inhibition (NAA) or enhancement 
(resveratrol) of sirtuin activity on the sub-cellular localisation of β-catenin accumulated by lithium and 
highlights that nuclear retention of the Wnt effectors relies on fine tuning of the 
acetylation/deacetylation balance which is controlled by glucose. 
 
Glucose induced nuclear retention of LEF1-β-catenin enhances its transcriptional activity. 
Our results indicate that glucose amplifies Wnt signaling by promoting the formation of a LEF1/β- 
catenin complex able to recruit p300 and unable to interact with SIRT1. This leads to nuclear 
accumulation of acetylated β-catenin. Thus, upon lithium stimulation glucose induces nuclear 
retention of the Wnt effectors by profound alterations in the balance of acetylation resulting from its 
actions on both acetylases and deacetylases. The impact of acetylation on the transcriptional 
functionality of Wnt effectors, was analyzed by comparing the ratio in the transcriptional activity of 
TOPFlash/FOPFlash reporters transfected into STC-1 cells cultured in the presence of lithium. The 
acetylation balance was manipulated with glucose, NAA and/or resveratrol (Figure 5A). In lithium 
stimulated cells, NAA inhibition of sirtuins mimics transcriptional induction by glucose through the 
LEF/Tcf elements present in the TOPFlash reporter, while resveratrol effectively blocks the glucose-
driven induction. 
10 
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The results indicate that glucose and lithium inhibition of sirtuins enhance Wnt-dependent 
transcriptional activation and suggest that similar mechanisms may alter transcription from the natural 
GIP promoter that bears a Wnt-responsive element. Figure 5B shows that in the presence of lithium, 
inhibition of sirtuins by NAA mimics glucose induction of the GIP promoter, and sirtuin enhancement 
by resveratrol blocks the glucose-dependent induction. The results are consistent with induced 
transcriptional activity of Wnt effectors through glucose-driven increased acetylation via p300 and 
inhibition of sirtuins.  
 The in vivo effects of glucose on the endogenous GIP promoter were then analyzed by 
chromatin immunoprecipitation using anti-LEF1 and anti-β-catenin antibodies and primers specific to 
the region containing the functional LEF/Tcf element (Garcia-Martinez et al., 2009). Semi-quantitative 
PCR results on immunoprecipitates using anti-LEF1 and anti-β-catenin antibodies are shown in Figure 
5C. Both LEF1 and β-catenin are poorly bound in the absence of lithium and single treatment with 
glucose or lithium alone induces slight increases in the binding of both LEF1 and β-catenin. In the 
presence of lithium, glucose strongly enhances their binding to this promoter. Primers for an intron 
sequence of GIP without TCF/LEF elements serve as control and render no product after the 
immunoprecipitation (lower panel). Figure 5D shows the statistical analysis of qPCRs performed on 
immunoprecipitates from five biological replicates. Glucose induction of LEF1 and β-catenin binding 
in the presence of lithium is presented as the ratio of factor bound in the presence of glucose versus the 
factor bound in the absence of glucose. Results are presented on a log2 scale. Glucose increases the 
binding of LEF1 and especially that of β-catenin.  
 Thus, glucose amplifies Wnt-dependent activation of gene expression through enhanced binding 
of LEF1/β-catenin to its sites in chromatin. To test whether this amplification was restricted to the GIP 
promoter or was a general feature, other Wnt target genes were examined. The proglucagon gene, 
GCG that codifies for another incretin, GLP-1, and a critical proliferation regulator, cyclin D emerged 
as candidate genes regulated by glucose. The GCG and cyclin D promoters were screened for LEF1/β-
catenin enhanced binding with chromatin immunoprecipitation as before (Figure 5E). As reported for 
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the GIP promoter in the presence of lithium, glucose increased binding of LEF1 and β-catenin at both 
the GCG and cyclin D promoters (Figure 5C, upper panels), whereas in the absence of lithium no 
changes were observed in β-catenin binding and only small increases were observed for LEF1. Thus, 
glucose enhances Wnt-dependent gene expression through increased acetylation allowing nuclear 
retention of β-catenin and enhancing productive binding to its target promoter elements. 
 
Glucose amplifies Wnt/Lithium signaling in tumor cells of human origin 
Nuclear β-catenin is a well-known marker of malignancy in a wide range of cancers. Moreover, 
deregulated metabolism characterized by high glucose consumption directed towards glycolysis is a 
hallmark of cancer cells. We reasoned that high glucose uptake by cells could contribute to the tumor 
phenotype by promoting nuclear accumulation of β-catenin to activate proliferation-related genes. We 
therefore assayed several tumor-derived cell lines to determine whether their intra-nuclear β-catenin 
accumulation was dependent on glucose (Figure 6A). Our data revealed that in the presence of lithium, 
all tumor-derived cell lines tested including enteroendocrine (STC-1), colon (HT-29), pancreas 
(AsPC-1), ovary (OVCAR3), and breast (MDA-MB-231), respond to high glucose by accumulating β-
catenin in the nucleus. We then analyzed if increased LEF1 and β-catenin binding to the cyclin D 
promoter was depending on glucose (in the presence of lithium). Figure 6B shows representative 
semiquantitative PCR on the corresponding immunoprecipitates and increased binding of both LEF1 
and β-catenin at the cyclin D promoter following combined treatment with glucose and lithium in HT-
29 colon cancer cells. Ovarian cancer cell lines have also been examined with the same result (AC-C, 
JMG-M and CG-J, unpublished results). Thus, we conclude that high glucose amplifies Wnt signaling 
by ensuring high intra-nuclear LEF1/β-catenin accumulation and binding to its target promoters. 
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DISCUSSION 
Understanding how glucose triggers increased incretin expression to regulate the insulin response is of 
fundamental importance, since deregulation of insulin secretion leads to diabetes, and deregulation of 
insulin signaling predisposes to cancer (Efeyan and Sabatini, 2010; Gualberto and Pollak, 2009). 
Although increased insulin/IGFR signaling are likely to play a key role in the diabetes/cancer link, 
nutrients and energy may signal in cancer through metabolic targets such as mTOR (Morton et al., 
2011);(Yecies and Manning, 2011) or FGF21 (Mashili et al., 2011). Since targeting the metabolic 
sensor AMPK with metformin diminishes cancer mortality among diabetics (Dowling et al., 2007; 
Libby et al., 2009), many anti-cancer drugs directed towards metabolic pathways are being developed 
(Tennant et al., 2010). Importantly, elevated serum glucose levels in diabetes are associated with 
increased cancer risk (Giovannucci et al. 2010; Vigneri, 2009), which suggests that components of the 
glucose homeostasis mechanism impact on key cancer-associated signaling pathways. 
Epidemiological studies strongly link glycemic index to cancer risk (Gnagnarella et al., 2008), yet the 
precise mechanisms underpinning these important observations remain to be fully elucidated. Our 
results indicate that elevated glucose itself enhances Wnt signaling, a well-characterized cancer-
associated pathway.  
 Despite the importance of the Wnt/β-catenin signaling for development, tissue renewal and 
cancer, the mechanisms by which β-catenin enters and is retained in the nucleus under Wnt stimulation 
are poorly understood. Entrance of β-catenin to the nucleus followed by export and degradation might 
be a physiological property and perhaps in cancer cells nuclear retention is distinctly targeted.  
 Nuclear entry of β-catenin (which lacks a classical NLS) is likely to depend on interactions with 
other molecules, such as LEF1, with their own NLS. Consistent with this, overexpression of LEF1 
results in nuclear entry of β-catenin, (Kim et al., 2001). Our results also support this idea because 
glucose and lithium promote endogenous LEF1 redistribution to the nucleus and LEF1/β-catenin 
interaction correlates with nuclear β-catenin retention. However, lack of LEF1 interaction in the Δ19β- 
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catenin mutant (Prieve et al., 1999) does not prevent nuclear entry but abolishes nuclear retention. This 
suggests that combined glucose and lithium induction of LEF1/β-catenin complexes is critical for 
nuclear retention but not for nuclear entry.  
 Acetylation of β-catenin appears to be critically involved in nuclear entry. Over expressed 
p300/CBP interact with and acetylate β-catenin (Hecht et al., 2000; Labalette et al., 2004; Miyagishi et 
al., 2000; Sun et al., 2000) leading to acetylation of lysine residues within the armadillo (arm) repeats 
of β-catenin that may facilitate nuclear entry (Wolf et al., 2002), and β-catenin acetylation by 
p300/CBP increases its oncogenic potential (Ma et al., 2005) However, while overexpressed 
p300/CBP can acetylate β-catenin, the physiological trigger was not previously identified. Our results 
indicate that glucose increases β-catenin acetylation and nuclear retention via both by increased levels 
and interactions of p300 with β-catenin previously accumulated by Wnt signaling, and by decreased 
sirtuin activity. 
 How acetylation impacts on nuclear accumulation remains unclear. Acetylation of β-catenin. by 
p300/CBP increases its binding to TCF/LEF factors (Levy et al., 2004; Xu et al., 2007), providing a 
mechanism for nuclear entry and perhaps retention. Single lithium or glucose treatment leads to 
increased p300 levels but not to p300/β-catenin interactions, further supporting that LEF1/β-catenin 
complex is necessary to stabilize p300/β-catenin interactions and for nuclear retention. However 
exogenously overexpressed p300 overcomes the LEF1 requirement and mimics the effect of glucose 
on lithium stimulated cells. 
 SIRT1 deacetylates β-catenin decreasing its oncogenic capacity (Firestein et al., 2008; Pruitt et 
al., 2006). Our results show that glucose alone enhances sirtuin interactions with LEF1 and β-catenin 
without altering sirtuin activity. Upon lithium stimulation, glucose inhibits sirtuin activity and 
interactions. Consistent with this, NAA inhibition of sirtuins mimics glucose-driven nuclear retention 
of β-catenin and its transcriptional activation while enhancing sirtuin activity with resveratrol blocks 
glucose effects. Since tumor cells exhibit enhanced glycolysis, obtaining much lower energy per 
molecule of glucose than normal cells that perform respiration, we may speculate that under lithium  
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stimulation high glucose uptake may speed up glycolysis and each molecule of NAD+ obtained by 
lactic acid production is rapidly used in the next round of glycolysis to obtain ATP, limiting the 
amount the sirtuin co-factor and their activity. 
 In the presence of lithium glucose performs complementary functions directed towards 
enhancing nuclear accumulation of acetylated β-catenin. First, it increases p300 expression and 
enhances its interactions with LEF1 and β-catenin; second, it inhibits sirtuin activity and interactions 
with Wnt effectors. Together these events lead to increased β-catenin acetylation and consequent 
nuclear accumulation. To our knowledge, neither the disparate effects of glucose on sirtuins in the 
presence or absence of lithium, nor the requirement of glucose for massive β-catenin nuclear 
accumulation has been previously reported.  
 Our results also imply that the glucose-responsiveness of enteroendocrine cells will require an 
autocrine or paracrine source of either Wnt, or an alternative β-catenin-stabilizing signal, to enable 
glucose-dependent incretin secretion and subsequent release of insulin by the pancreas. The 
identification of the source and nature of signals that stimulate the Wnt/β-catenin pathway to cooperate 
with glucose in mediating incretin production is a key issue. Since cancer cells are a well-
characterized source of autocrine Wnt signaling (Bafico et al., 2004; Schlange et al., 2007), the impact 
of β-catenin accumulation on tumor progression may be critically dependent on glucose availability. 
This notion is reinforced by our finding that glucose and lithium synergize to promote nuclear 
accumulation of β-catenin in a wide range of cell lines derived from diverse cancer types and by the 
glucose requirement observed in macrophages for autocrine activation of the Wnt/β-catenin pathway 
(Anagnostou and Shepherd, 2008). LEF1/β-catenin driven gene expression in a high glucose 
microenvironment could be used by tumor cells to promote proliferation and/or invasion. Wnt 
signaling, and its modulation by nutrients such as glucose may reveal relatively unexplored targets in 
metabolic disease. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Cell Culture, Western blotting and Co-Immunoprecipitation 
Tumor enteroendocrine STC-1, ovary carcinoma OVCAR-3, mammary adenocarcinoma MDA-MB-
231 and colorectal adenocarcinoma HT-29 cells cultured in DMEM with 10% fetal bovine serum 
(FBS) were starved of glucose for 36h and stimulated with 25 mM glucose and/or 20 mM LiCl for 24 
h as indicated. Pancreatic carcinoma AsPC-1 cells were cultured in RPMI with 10% FBS.  
Nuclear extracts were prepared as described (Andrews and Faller, 1991). Proteins 
coimmunoprecipitated using anti-LEF1 (H-70), anti-β-catenin (C-18), anti-Myc (9E10) (Santa Cruz 
Biotechnology) or anti-Acetylated-Lysine (#9441; Cell Signaling) were bound to protein A/G-coated 
magnetic beads (Invitrogen), and analyzed by western blotting with anti-β-catenin (C-18), anti-p300 
(C-20), anti-total ERK2 (C-14), all antibodies (Santa Cruz Biotechnology) or with anti-Sirt1 
(Millipore). 
Plasmids and transient transfections 
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) and appropriate primers (Supplementary 
Table I) were used for mutagenesis of the TCF/LEF (TL5) binding site. Gip-Luciferase, 
Super8XTOPFlash and Super8XFOPflash have been described previously (Garcia-Martinez et al., 
2009). For luciferase assays cells seeded in 24 well plates at 50% confluence were transfected with 
Luciferase and Renilla reporters (125 and 25 ng/well respectively), using JetPei PolyPlus reagent 
(Genycell Biotech) and analysed using the Dual Luciferase kit and Luminometer Glomax 96 
(Promega). For protein expression, STC-1 cells were transiently transfected with 10μg of the Myc-β-
catenin WT and mutant Myc-Δ19-βcatenin or with Flag-p300 expression plasmids (gifts from. Marian 
L. Waterman and Colin Goding respectively). 24h post-transfection cells were treated with lithium, 
glucose or both for 24h and nuclear extracts were analyzed by western blotting. 
Immunocytochemistry 
Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS pH 7.4, permeabilized with 0.5% Triton X-100, 
blocked with 5% BSA, incubated with primary anti-β-catenin (C-18) antibody, washed and incubated  
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with biotinylated secondary antibody (Vector Laboratories Inc.) before processing according to the 
immunoperoxidase procedure (ABC kit, Elite, Vector Burlingame). 
SIRT1 Activity Assay 
SIRT1 deacetylase activity was measured using a SIRT-Glo™ Assay kit (Promega), following the 
protocol provided. After glucose starvation, cells were stimulated with glucose and/or LiCl and treated 
with 300 μM nicotinamide or 50 μM resveratrol for 24h as indicated. For each reaction, 1 μg of 
protein was incubated with SIRT-Glo™ Reagent Mix at room temperature for 30 min and the product 
measured by luminescence. 
Quantitative RT-PCRs 
Primers used are specified in Supplementary Table I; 18S rRNA primers served as non-regulated 
control. Relative expression was calculated using the Ct method and expressed as 2-ΔΔCt (Livak and 
Schmittgen, 2001). PCR efficiency was ~100%. Reagents and detection systems were from Applied 
Biosystems. 
Chromatin immunoprecipitation 
The antibodies and primers used and the procedure for chromatin immunoprecipitation was as 
described earlier (Garcia-Martinez et al., 2009). Other primers are listed at Supplementary Table I. 
Values represent statistical analysis (see below) and presented as the ratio: +lithium/−lithium. 
Statistical analysis 
Results are presented as fold induction, mean±SEM, from at least three biological replicas for 
luciferase assays, western blots and RT-PCR, or from five biological replicas for chromatin 
immunoprecipitation (ChIP). Tests for significance were with ANOVA and Bonferroni´s post test. 
Differences were considered statistically significant if p<0.05. *p<0.1, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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 FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Glucose enhances GIP expression acting through WNT/lithium effectors. (A) STC-1 
cells transfected with the GIP-Luciferase reporter were deprived of glucose as indicated. (B) Cells 
transfected with the GIP-Luciferase reporter were deprived of glucose for 36h and stimulated with 25 
mM glucose or/and 20 mM lithium. (C) Quantitative RT-PCR of GIP mRNA in cells deprived of 
glucose for 36h and stimulated with 25 mM glucose or/and 20 mM lithium. Values normalised with 
the endogenous control (18S) are referred as fold induction over untreated cells. (D) The ratio of 
TOPFlash/FOPFlash induction by glucose and/or lithium as indicated. (E, F) Glucose induction of the 
indicated GIP-luciferase reporters. The Wnt-responsive Wt or mutated TL5 element is indicated. In all 
experiments, Relative Luciferase Units (RLU) were calculated as fold induction relative to the 
corresponding control. Values represent mean±SEM; n≥3. 
Figure 2. Glucose promotes LEF1/β-catenin interaction and nuclear accumulation. STC-1 cells 
were cultured with or without lithium, glucose or both as in Fig.1. Statistic analysis by ANOVA. (A) 
β-catenin immunocytochemistry in STC-1 cells (B) β-catenin protein localisation analyzed by 
westernbloting of cytoplasmic (CE) and nuclear (NE) extracts. Statistical analysis (n=5) and 
representative western-blot; Erk2: loading control. (C) Western blot showing β-catenin in anti-LEF1 
immunoprecipitates from cells grown under indicated conditions. Statistic analysis (n=3) and 
representative western-blot. The amount of Erk2 in the flow through is shown as loading control; Input 
(10%) is shown. (D) Western-blot of nuclear extracts from cells expressing myc-tagged Δ19 β-catenin. 
Representative western-blot with Erk2 shown as loading control, left and Statistic analysis (n=3), 
right.  
Figure 3. Glucose targets the acetylase p300, the deacetylase activity of sirtuins and their 
interactions with LEF1. (A, B). Western-blot of STC-1 nuclear extracts after glucose and lithium 
treatment using anti-p300 or anti-SIRT1 antibodies. Statistical analysis (n=3) and representative 
western-blot; Erk2: loading control. (C) NAD+-dependent deacetylase activity in STC-1 cells cultured 
with 20 mM lithium and 25 mM glucose, the sirtuin inhibitor nicotinamide (NAA 300 µM) or the  
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sirtuin enhancer resveratrol (RES 50 µM) as indicated. Deacetylase activity was measured as Relative 
Luciferase Units (RLU) and was calculated as fold induction relative to the corresponding control. 
Values represent mean±SEM; n≥3. (D, E) Western blot using anti-p300 or anti-SIRT1 antibodies 
following immunoprecipitation of LEF1 from from STC-1 nuclear extracts treated as indicated. 
Statistical analysis by ANOVA (n=3) and representative western-blot. The amount of Erk2 in the flow 
through is shown as loading control; Input (10%) is shown. 
Figure 4. Glucose and lithium target p300 and SIRT1 to induce nuclear accumulation of 
acetylated β-catenin. (A,B) Immunoprecipitation of endogenous β-catenin from nuclear extracts of 
STC-1 treated with glucose, lithium, none or both as before, followed by immuno blotting for p300 
(A), SIRT1 (B). Statistical analysis by ANOVA (n=3) and representative western-blots. The amount of 
Erk2 in the flow through is shown as loading control; Input (10%) is shown. (C) Immunoprecipitation 
of transiently transfected Myc-tagged wild type or Myc-tagged mutant Δ19 β-catenin Western blotted 
using anti-Myc, or anti-p300 under indicated conditions (D) Immunoprecipitation using anti-
acetyllysine followed by western blotting for β-catenin. (E) STC-1 cells grown under indicated 
conditions were transfected with Flag-tagged p300 and western blotted for p300 and β-catenin. Erk2 
immunoblotting serves as a loading control. Representative westerns and statistical analysis by 
ANOVA from three independent experiments are shown. (F) Western-blot analysis of β-catenin from 
STC-1 cells grown in the presence or absence of glucose or indicated combinations of nicotinamide 
(NAA, 300 µM) or Resveratrol (RES, 50 µM). Representative western-blot and statistical analysis by 
ANOVA of 3 independent experiments of cells. (G) Immunocytochemistry for β-catenin of STC-1 
cells grown under indicate conditions as in (F) . 
Figure 5. Glucose induced LEF1/β-catenin transcriptional induction is mimicked by sirtuin 
regulation and increases LEF1 and β-catenin binding to chromatin in vivo. (A, B) STC1 cells 
transfected with a GIP-luciferase reporter (A) or TOPFlash and FOPFlash reporters (B) were cultured 
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in the presence of lithium and stimulated with nicotinamide (NAA, 300 µM), 25 mM glucose and/or 
resveratrol (RES, 50 µM). Relative Luciferase Units (RLU) was calculated as fold-induction relative 
to the corresponding control. Values represent mean±SEM; n≥3. RLU express the ratio of 
TOPFlash/FOPFlash induction. (C-E) Chromatin immunoprecipitation followed by PCR shows 
glucose-induced enhanced binding of LEF1 or β-catenin at target promoters in vivo. (C) 
Semiquantitative PCR on the TL5-containing region of GIP promoter. The TCF/LEF-free region of 
the first intron of GIP gene is is used as a negative control. Immunoprecipitation using pre-immune 
serum and from input chromatin are additional controls. (D) Quantitative PCR of ChIP results on the 
GIP promoter. Normalized values calculated as fold induction of samples treated with glucose in the 
presence versus absence of lithium. Values are presented as mean±SEM (n=5) on a log2 scale. (E) 
Semi-quantitative PCR at the promoters of proglucagon (GCG) and cyclin D genes. GAPDH is a 
control gene not regulated by Wnt. 
Figure 6. Glucose is required for intra-nuclear β-catenin accumulation in human tumor-derived 
cell lines and enhances binding of LEF1 β-catenin to target promoters. A Western blot analysis of 
β-catenin, p300 and ERK2 from indicated cell lines cultured ± LiCl (20 mM) or/and glucose (25 mM) 
showing representative gels and statistical analysis (n=3). (B) Chromatin was immunoprecipitated 
from HT-29 colon cancer cells. ChIP was followed by semi-quantive PCR as in Figure 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22 
 
105 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
Figure 
 
 
 
 
106 
Métodos y Resultados 
 
 
107 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
 
 
108 
Métodos y Resultados 
 
 
 
 
109 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
 
 
 
110 
Métodos y Resultados 
 
 
 
 
111 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
 
Inventory of Supplemental Information 
 
 
 
 
 
SUPPLEMENTARY MATERIAL: 
 
 
1. Supplementary Figure 1, related to main Figure 2. 
 
2. Supplementary Table 1, related to Experimental Procedures and 
specifying primers used through this work. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
112 
Métodos y Resultados 
 
 
 
113 
Glucose induced β-catenin acetylation enhances WNT signaling in cancer 
 
 
 
 
114 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discusión 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Discusión 
En este trabajo demostramos en primer lugar que la señalización por la vía de WNT 
induce la producción de las incretinas a nivel de su expresión génica e identificamos los 
mecanismos y efectores implicados. En el segundo trabajo demostramos que el inductor más 
conocido de la secreción de las incretinas, la glucosa, depende de la presencia de señales 
WNT para inducir su expresión. La glucosa amplifica la señalización de WNT modificando 
profundamente el balance de acetilación de los efectores de WNT y con ello su distribución 
subcelular y actividad transcripcional. Estas modificaciones afectan a los genes diana de 
WNT más allá de las incretinas como el de la ciclina D, crítica para la proliferación tumoral. 
Finalmente, demostramos que la amplificación gluco-dependiente de la señalización de WNT 
es una regla que se cumple en células tumorales humanas de los más diversos orígenes, 
subrayando la relevancia de nuestros hallazgos en cáncer. 
1. Mecanismo de regulación de la expresión de las incretinas GIP y GLP-1 por WNT3A 
o litio 
En este trabajo diseccionamos el mecanismo por el que las proteínas WNT3A inducen la 
expresión de las incretinas en células enteroendocrinas de ratón STC-1. El paso crítico en 
dicha inducción es la inhibición de la glucógeno sintasa quinasa 3β (GSK3β) mediante su 
fosforilación en la Ser9, que conduce a la acumulación de la β-catenina, efector final de la vía 
de WNT. La β-catenina acumulada se une a los factores TCF/LEF en los promotores de las 
incretinas desplazando a los co-represores y convirtiéndolos en potentes activadores 
transcripcionales de estos genes. 
1.1. Las proteínas WNT3A se unen a sus receptores e inhiben a la GSK3β en las células 
enteroendocrinas 
Las proteínas WNT3A en otros sistemas activan la vía canónica mediante la inhibición de 
la GSK3β, responsable de la subsiguiente degradación de la β-catenina. Dada la complejidad 
y la inestabilidad de las proteínas WNT a menudo se emplean agentes alternativos, como el 
litio, para imitar la señalización por WNT puesto que también inactiva a la GSK3β. El litio 
inactiva a la GSK3β a dos niveles: un mecanismo directo de inhibición competitiva con el 
Mg2+ que suprime su actividad catalítica dependiente de ATP-Mg2+ (184) y una inhibición 
indirecta induciendo la fosforilación de la GSK3β en la Ser-9 (62, 83) por mecanismos que 
pueden ir desde la activación de la PKA, la fosfatidilinositol 3’-quinasa/proteína quinasa B 
(PI3K/PKB), los sustratos de la proteína quinasa C (PKC) (29) e incluso la autorregulación de 
la propia GSK3β (251). 
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En nuestro sistema el litio imita a la señalización por WNT3A e inhibe a la GSK3β 
provocando su fosforilación en la Ser9. Puesto que el litio modifica las actividades de otras 
quinasas como la PKC (123) y las quinasas activadas por mitógenos o MAPK: 
MEK/ERK/Rsk (157), JNK (248) y p38 (122), descartamos una acción a través de estas otras 
vías porque la expresión exógena de una versión inactiva de la GSK3β (K85R), incapaz de 
unir ATP (140), reproduce exactamente los efectos del litio y de las proteínas WNT3A sobre 
la transcripción de GIP. En conclusión, los efectos de las proteínas WNT3A sobre la 
expresión de las incretinas se ejercen a través de la inhibición de la GSK3β y se imitan con el 
litio. 
 1.2 La inhibición de la GSK3β por señales WNT conduce a la estabilización de la β-
catenina 
Al ser la GSK3β un enzima pleiotrópica que fosforila un gran número de efectores 
transcripcionales, su inhibición (por litio o proteínas WNT3A) podría inducir la expresión de 
los genes de las incretinas a través de diversos factores. Algunos ejemplos de los factores de 
transcripción regulados por la GSK3β son: c-Myc (55), CREB (56), NF-KB (65) o PDX1 
(72). Este último factor también regula la expresión de GIP (79). Sin embargo en nuestro 
modelo, la inhibición de la GSK3β por proteínas WNT3A o litio, responsable de la inducción 
de los genes de las incretinas, promueve la acumulación de la β-catenina, siendo ésta la 
responsable de la activación transcripcional de los genes de las incretinas puesto que la 
expresión exógena de altos niveles de la β-catenina reproduce los efectos de las proteínas 
WNT3A sobre la expresión de las incretinas, lo que nos permite descartar otros efectores. 
 1.3 La β-catenina actúa a través de los factores TCF/LEF para inducir la expresión de las 
incretinas 
La β-catenina acumulada puede servir como co-factor no solo para los factores de 
transcripción de la familia TCF/LEF sino también para otros factores como FoxO1 (44) o 
Mitf (189). Los estudios de actividad transcripcional con los fragmentos del promotor por 
ensayos de luciferasa tras delecciones sucesivas o mutagénesis dirigida demuestran que los 
efectos de la β-catenina en los promotores de las incretinas están mediados a través de los 
factores TCF/LEF. 
Tras el clonaje de los promotores de ratón la secuencia funcional se definió mediante 
ensayos de luciferasa en respuesta a señales de WNT usando delecciones sucesivas basadas en 
la identificación in sílico de múltiples sitios teóricos de unión para factores TCF/LEF en 
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dichos promotores. Nuestros resultados demuestran que el sitio al que denominamos TL5 es 
reconocido por factores TCF/LEF presentes en las células STC-1 y es el mayor responsable 
de la inducción del promotor de GIP por proteínas WNT3A y litio. El alto grado de 
conservación del sitio entre distintas especies (rata, ratón y humano) y en los promotores de 
las dos incretinas (GIP y GCG) sugieren la existencia de similitudes arquitectónicas que 
pueden ser determinantes para el control de la expresión de estos genes. 
Por tanto, la vía de WNT/β-catenina induce la producción de las incretinas GIP y GLP-1 
en células enteroendocrinas STC-1 de ratón, mediante la inhibición de la GSK3β con la 
consiguiente acumulación de la β-catenina y su unión a los factores TCF/LEF en el sitio TL5 
situado en el promotor proximal de GIP o su equivalente en el promotor de GCG, como se 
representa en la figura 14. 
 
Figura 14: Regulación de la expresión de GIP y GCG por la vía de WNT. 
En trabajos previos Jin et al. habían usado una construcción quimera del elemento 
regulador G2 (-192 a -179 pares de bases) del promotor de GCG de rata fusionado a un 
promotor mínimo de la timidina quinasa (148). Los efectos transcripcionales del litio sobre la 
expresión de este promotor quimérico de GCG se estudiaron en células GLUTag derivadas de 
tumores intestinales y modificadas para expresar el gen de GCG (40). Nuestro trabajo 
extiende sus resultados a las proteínas WNT3A y a los promotores naturales de GIP y GCG 
de ratón, identifica un elemento equivalente en el promotor humano y además disecciona los 
detalles moleculares en un contexto de células alternativas (STC-1). 
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El litio se usa como terapia en psiquiatría y nosotros demostramos que es un potente 
inductor de la expresión de las incretinas, cuyas acciones extrapancreáticas están solo 
empezando a conocerse. Este hecho junto con la observación de que los pacientes 
psiquiátricos tratados con litio (síndrome bipolar y otros), como estabilizador del ánimo, 
presentan frecuencias aumentadas de trastornos metabólicos como aumento de peso, obesidad 
y/o desarrollo de diabetes tipo 2 (91), nos empuja a especular que tales efectos podrían estar 
mediados por el aumento de la producción de las incretinas, concretamente por GIP, inducido 
por el litio. Aunque sabemos que el litio puede ejercer sus efectos a través de otras vías, como 
explicamos en esta discusión, consideramos que el análisis de los niveles plasmáticos de GIP 
y su respuesta al tratamiento con el litio en estos pacientes representa una interesante línea de 
investigación futura. Si el aumento de la obesidad y otras complicaciones metabólicas de 
graves consecuencias están mediados por GIP, su producción, secreción y señalización 
podrían ofrecer nuevas oportunidades de mejora del tratamiento. 
Puesto que las incretinas ejercen un control global del metabolismo y los estudios 
epidemiológicos indican una implicación de la vía de WNT en el control metabólico, nuestro 
trabajo sugiere que las incretinas pueden mediar las acciones de WNT sobre el metabolismo 
global, estableciendo un nuevo vínculo WNT/incretinas/metabolismo. En consonancia con 
nuestros resultados, el número de publicaciones que relacionan la vía de WNT y el 
metabolismo se ha multiplicado exponencialmente en los últimos años (35, 113, 183, 190, 
195, 231). 
El principal inductor de la secreción de las incretinas es la glucosa (159) y cabría esperar 
que también regule su producción. Puesto que la expresión génica de las incretinas está 
gobernada por la vía WNT, la pregunta siguiente parecía evidente: ¿La glucosa regula la 
expresión de las incretinas? Y si es así. ¿la presencia de glucosa modula la regulación de las 
incretinas por la vía de WNT? 
2. Regulación de la vía de WNT por la glucosa 
Usando el litio como imitador de la señalización de WNT, estudiamos el efecto de la 
glucosa en un ambiente sin o con señalización de WNT. Nuestros resultados demuestran que 
la glucosa potencia la expresión de las incretinas inducida por la vía de WNT. Mas aún, los 
efectos de la glucosa sobre la expresión de las incretinas se ejercen a través de la β-catenina, 
un intermediario acumulado en el citoplasma tras la estimulación con las proteínas WNT3A o 
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el litio. Por tanto, la señalización de WNT tiene un efecto permisivo para la glucosa, cuyos 
efectos no se observan en ausencia de la señalización de WNT. 
La aparente insensibilidad a la glucosa que muestran muchos cultivos primarios 
intestinales podría por tanto atribuirse a la ausencia de una señal facilitadora o permisiva 
como la de WNT. Así, aunque la liberación del GLP-1 inducida por la glucosa ha sido bien 
documentada in vivo e in vitro (63), los cultivos primarios intestinales murinos y caninos (36) 
no parecen responder a la glucosa, lo que ha llevado a dudar a cerca de si las células L son 
sensibles a la glucosa y lo mismo ha sucedido en la línea celular STC-1. 
La línea celular STC-1 y los genes de las incretinas representan un modelo óptimo para 
estudiar la modulación ejercida por la glucosa sobre el control transcripcional ejercido por 
WNT por varias razones. En primer lugar porque el tipo celular enteroendocrino es 
exquisitamente sensible a la glucosa en condiciones fisiológicas; las células enteroendocrinas 
son las primeras que detectan la glucosa ingerida y responden a ésta secretando incretinas, 
necesarias para la normal secreción gluco-dependiente de insulina. Si la glucosa es uno de los 
principales inductores de la secreción de las incretinas (159), cabe esperar que también regule 
su producción por las células enteroendocrinas como las STC-1. En segundo lugar y como se 
explicó en la introducción, las células STC-1 son el único sistema in vitro capaz de producir y 
secretar GIP y GLP-1. En tercer lugar, disponemos de una caracterización detallada previa de 
los elementos de los promotores de las incretinas y los efectores implicados en la regulación 
de su expresión por las proteínas de WNT. En cuarto lugar, las células STC-1 tienen un origen 
tumoral y dada la importancia de la vía de WNT en cáncer, estas células nos permitirían 
extender nuestras conclusiones a la señalización implicada en cáncer. Por todas estas razones 
hemos usado las células STC-1 y el promotor de GIP como el modelo más sensible para 
analizar los mecanismos subyacentes a la modulación de la señalización de WNT por la 
glucosa. 
Nuestro trabajo demuestra por primera vez que la glucosa aumenta la producción de las 
incretinas en células enteroendocrinas STC-1, pero que se necesita la señalización por WNT 
para poder observar dicha respuesta. 
 2.1. La glucosa requiere la co-señalización con WNT para inducir la expresión de la 
incretina GIP 
Los efectos transcripcionales de la glucosa son extremadamente variados debido a que 
activa múltiples vías de señalización que a su vez modifican distintos factores de 
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transcripción que actúan sobre múltiples promotores (73, 139, 211). En otros sistemas la 
glucosa regula la actividad de factores de transcripción como USF (106), ChREBP (73), 
FoxO1 (126) o PDX1 (121), por citar algunos que tienen sitios de unión teóricos en el 
promotor de GIP (ACC y CGJ, datos no publicados) y que podrían mediar la inducción por 
glucosa. Nuestros resultados indican que la glucosa es capaz de amplificar la señalización de 
WNT a través de sus efectores ya que una construcción artificial que sólo lleva elementos 
TCF/LEF (TOPFlash) responde de forma sinérgica a la glucosa y el litio. El promotor de GIP 
responde de la misma manera y esta respuesta depende de la integridad del sitio TL5 
identificado en el trabajo previo como responsable de la inducción por las proteínas WNT3A 
o el litio. Por tanto, los efectos transcripcionales de la glucosa sobre GIP están mediados por 
efectores de WNT. 
 2.2. Las dianas transcripcionales de la glucosa son los efectores de la vía de WNT: LEF1 
y β-catenina 
Basándonos en el trabajo anterior analizamos sistemáticamente la influencia de la glucosa 
sobre los intermediarios críticos en la señalización por WNT para inducir la expresión de las 
incretinas. En primer lugar, descartamos que la glucosa ejerza sus efectos actuando sobre la 
GSK3β pues no modifica sus niveles, ni su fosforilación, su actividad o su localización. 
Nuestro trabajo muestra que el litio y la glucosa favorecen la formación de los complejos 
LEF1/β-catenina, por lo que la glucosa podría estar modificando los niveles o la afinidad de la 
β-catenina por los distintos factores TCF/LEF. Aunque los factores de transcripción TCF/LEF 
interaccionan con la β-catenina a través del mismo dominio, los trabajos realizados por 
Waterman y colaboradores han descrito que las células normales y cancerosas presentan 
cantidades relativas distintas de las isoformas de los factores TCF/LEF y que la alteración en 
las proporciones es decisiva para la activación de los genes diana implicados en la 
diferenciación y en la progresión tumoral (229). En este contexto, nuestro trabajo demuestra 
que la glucosa no altera la expresión de LEF1 o de TCF7L2 en las células STC-1 (ACC y 
CGJ, datos no mostrados), por lo que el aumento en la interacción de LEF1 y la β-catenina 
podría deberse a modificaciones postraduccionales bien en el factor LEF o en la β-catenina, 
que se estudiarán con más detalle en el futuro. 
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 2.3 La glucosa altera la distribución subcelular de los efectores de WNT: LEF1 y β-
catenina 
Puesto que la glucosa no altera los niveles de los efectores clave de WNT implicados en 
la inducción de GIP (LEF1 y β-catenina) analizamos cambios en la distribución subcelular de 
los mismos. La glucosa, además de promover la formación de los complejos LEF1/β-catenina, 
favorece la acumulación nuclear de los mismos y sus efectos transcripcionales, un dato a tener 
en cuenta en el diseño de posibles terapias antitumorales dirigidas a la señalización de WNT. 
La re-distribución subcelular de factores de transcripción parece ser un mecanismo general 
promovido por la glucosa que también estimula la translocación del citoplasma al núcleo del 
factor de transcripción PDX1 (121) y la salida del núcleo al citoplasma de FoxO1 (126). 
Por otra parte, el tráfico núcleo-citoplasma aparece como un importante mecanismo de 
regulación general de los componentes de la vía de WNT y nuestros resultados indican que 
este transporte está siendo regulado por la glucosa. Nuestro trabajo no sólo suma otro factor 
de transcripción (LEF1) a la larga lista de objetivos transcripcionales de la glucosa, sino que 
aporta también un co-factor (la β-catenina) de interés general en la renovación de los tejidos y 
la oncogénesis (192). Hasta la fecha no se había descrito el tráfico de co-factores en respuesta 
a la glucosa. Dado que no se conoce una secuencia de unión al DNA de la β-catenina y que 
actúa como co-factor de otros factores de transcripción distintos a TCF/LEF, como FoxO1 
(44) o Mitf (189) que a su vez regulan múltiples genes, la re-distribución de la β-catenina por 
la glucosa resulta de gran importancia. 
 2.4. La glucosa favorece la retención nuclear de los efectores de WNT y no su entrada al 
núcleo 
La acumulación nuclear de la β-catenina podría deberse al aumento de la entrada o a la 
inhibición de su salida. Como se expuso en la introducción, a pesar del gran número de 
estudios realizados no está claro el mecanismo por el que la β-catenina pasa al núcleo. Dado 
que la β-catenina no tiene señal de localización nuclear ni señal de exporte nuclear (se ha 
sugerido que la β-catenina podría estar entrando al núcleo gracias a sus repeticiones Arm 
(similares a las presentes en las importinas) (98). Sin embargo, varios trabajos han descrito 
que la translocación nuclear de la β-catenina es dependiente del factor de transcripción LEF1 
ya que su localización nuclear es estimulada por la expresión exógena de los factores LEF1 
(71). Nuestros resultados muestran que la glucosa también promueve la redistribución 
subcelular de LEF1 endógeno, pero no de TCF7L2 (que permanece siempre en el núcleo, 
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datos no mostrados) por lo que podría ser LEF1, gracias a la unión de su secuencia NLS a la 
importina-α, el que media el paso de la β-catenina al núcleo. Sin embargo, LEF1 no es 
esencial para la entrada de la β-catenina al núcleo, ya que una forma mutada de la β-catenina 
que no interacciona con LEF1 (Δ19-β-catenina) (156) entra al núcleo pero no es eficazmente 
retenida. En células STC-1 la secuencia NLS de LEF1 es necesaria para su acumulación 
nuclear, ya que la mutación de esta secuencia produce la falta de redistribución de LEF1 
(ACC y CGJ, datos no mostrados). Además, la sobre-expresión de LEF1 silvestre arrastra a la 
β-catenina al núcleo de modo independiente de estímulo (ACC y CGJ, datos no mostrados) 
sugiriendo que la interacción de LEF1/β-catenina puede ser limitante en la entrada. Sin 
embargo no es el mecanismo afectado por la glucosa porque la Δ19-β-catenina entra al núcleo 
en las células STC-1, entrada que ha de ser independiente de LEF1. El hecho de que este 
mutante de la β-catenina no se retenga eficientemente en el núcleo indica que la interacción 
con LEF1 promovida por la glucosa es crítica para dicha retención. Por tanto, concluimos que 
la re-distribución de LEF1/β-catenina en respuesta a la glucosa y la señalización de WNT o 
del litio se basa en su capacidad de interaccionar entre sí y el mecanismo afectado es su 
retención nuclear. 
 2.5. El balance acetilación/desacetilación es el responsable de la retención nuclear de los 
efectores de WNT promovida por la glucosa 
Se han descrito muchas proteínas que modulan la retención y que podrían mediar el 
efecto de la glucosa. Por ejemplo, un intermediario de WNT, APC evita la exportación 
nuclear de la β-catenina por CRM1 (exportin1/Xpo1) (147). Otra posibilidad es que la glucosa 
esté induciendo modificaciones postraduccionales en las proteínas efectoras que controlan la 
expresión de los genes diana de la vía de WNT. Varios estudios han descrito la regulación de 
los niveles de la p300 por la glucosa (33) y se ha demostrado que la p300 interacciona y 
acetila distintos residuos de la β-catenina (K49, K312, K345, K435) (19, 108, 237, 241) 
aumentando su unión a los factores TCF/LEF. La acetilación de la β-catenina por p300/CBP 
aumenta su potencial oncogénico al aumentar su actividad transcripcional y la expresión de 
sus genes diana, tales como la ciclina D y c-myc (59, 194, 207). En consonancia con esto, 
nuestros resultados muestran que la glucosa aumenta los niveles de la p300 por si sola, 
aunque no es capaz de inducir su interacción con la β-catenina ni promover la retención 
nuclear de ésta. Sin embargo en presencia de la señalización de WNT o de litio, la glucosa 
favorece la unión de la p300 a LEF1 y a la β-catenina sugiriendo la necesidad de una 
acumulación previa de la β-catenina por WNT o litio y la formación de un complejo previo 
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LEF1/β-catenina. El hecho de que el mutante Δ19-β-catenina, incapaz de unirse a LEF1, no 
interaccione con p300 y no se acumule en el núcleo confirma que LEF1 estabiliza la 
interacción de la β-catenina con p300. La interacción de la β-catenina con LEF1 y con la p300 
es necesaria para su retención nuclear. Si la p300 es un factor limitante en el proceso de 
acumulación nuclear de la β-catenina, la expresión exógena de altos niveles de p300 
aumentaría sus posibilidades de interacción con la β-catenina. En efecto, en un ambiente con 
litio (que aumenta las moléculas de la β-catenina en el citoplasma), la expresión exógena de la 
p300 elimina la necesidad de glucosa para inducir la acumulación nuclear de la β-catenina. En 
conclusión, la glucosa induce la acetilación de la β-catenina por la p300 y su retención nuclear 
en presencia de señales de WNT. 
Hasta la fecha solo se ha sugerido un papel negativo para la interacción directa entre la 
p300 y TCF7L2 tanto en mamíferos (109) como en Drosophila (222) y no sabemos cual es el 
significado de la interacción basal entre LEF1 y la p300 que nosotros detectamos en todas las 
condiciones. En cualquier caso los aumentos en la p300 pueden conducir tanto a la activación 
(61) como a la represión (109) de la señalización de WNT y se necesitan más estudios para 
determinar dónde está la diferencia. 
El hecho de que la acetilación de la β-catenina y su interacción con la p300 potencien su 
actividad transcripcional en los genes diana de WNT implicados en cáncer, ha hecho pensar 
que las desacetilasas que opongan su efecto a la p300 se podrían usar como terapia contra el 
cáncer (22, 77). Distintos inhibidores de las desacetilasas de histonas (HDAC) de clase I y II 
están en fases avanzadas de ensayos clínicos para el tratamiento del cáncer (125), pero los 
tratamientos de tumorigénesis y de otras enfermedades asociadas a la edad se están centrando 
en las HDAC de clase III o las sirtuinas (SIRT) (104). La más conocida es la situina 1 
(SIRT1), una desacetilasa dependiente de NAD+ (Nicotinamida adenina dinucleótido) que 
desacetila histonas y también sustratos que no son histonas (18). La actividad de la SIRT1 
aumenta en la restricción calórica y se ha propuesto que tiene función de supresor tumoral ya 
que regula el potencial oncogénico de la β-catenina (47). En este contexto, nuestros resultados 
indican que las interacciones y la actividad de la SIRT1 antagonizan la acción de la p300 
sobre los efectores de la vía de WNT. Aunque los niveles de la SIRT1 no varían en función 
del tratamiento, la actividad de las sirtuinas disminuye en presencia de la glucosa y el litio. De 
forma similar, las interacciones de la SIRT1 con LEF1 y la β-catenina están favorecidas por la 
glucosa en ausencia de litio pero se rompen en presencia de éste. Las condiciones que 
favorecen la interacción entre la SIRT1 y la β-catenina correlacionan con su localización extra 
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nuclear también en nuestro sistema y las que se oponen a dicha interacción, como el 
tratamiento combinado con la glucosa y el litio permiten la retención nuclear de la β-catenina. 
Varios trabajos han descrito que la restricción calórica y el resveratrol (RES), un 
polifenol con efecto anticancerígeno que se encuentra en las frutas (25), aumentan la actividad 
de la SIRT1 disminuyendo los niveles de la β-catenina acetilada y reduciendo su capacidad 
oncogénica (19, 47), adjudicando un papel relevante como supresor tumoral a la SIRT1 en el 
origen de cáncer de colon (47, 171). Nuestros resultados indican que al potenciar la actividad 
de las sirtuinas con RES se bloquea eficazmente la retención nuclear de la β-catenina y la 
transcripción de los genes diana de WNT en respuesta al litio y a la glucosa. Por el contrario 
la nicotinamida (NAA) que inhibe la actividad desacetilasa de las sirtuinas, favorece la 
retención nuclear de la β-catenina aumentando su actividad transcripcional e imitando los 
efectos de la glucosa. Estos resultados confirman que la glucosa ejerce su función, en parte, a 
través de las sirtuinas. 
Por tanto, nuestros resultados indican que la glucosa está regulando la vía de WNT a 
través del control del balance acetilación/desacetilación (p300/SIRT1) de la β-catenina que 
altera su localización subcelular y su actividad transcripcional sobre los genes diana de la vía 
de WNT. La glucosa aumenta los niveles e interacciones de la acetil transferasa p300 con la 
β-catenina y disminuye la actividad desacetilasa de las sirtuínas. 
Es importante destacar que el tratamiento con solo litio aumenta los niveles de la p300 y 
de la β-catenina y disminuye la actividad de las sirtuinas, pero no conduce a una retención 
nuclear de la β-catenina. Los aumentos de la p300 por si solos podrían desplazar el balance 
hacia la acetilación pero su insuficiencia para retener a la β-catenina en el núcleo indica que 
sin glucosa no hay complejo LEF1/β-catenina que estabilice las interacciones con la p300. Por 
tanto aunque los niveles de la p300 estén ligeramente aumentados no es suficiente para 
promover una acetilación de la β-catenina almacenada en el citoplasma. Por otra parte el 
tratamiento solo con la glucosa también aumenta los niveles de la p300 sin alterar la actividad 
de las sirtuinas, lo que desplazaría el balance hacia las acetilaciones también, pero en esta 
situación la poca β-catenina soluble está fuertemente asociada con la SIRT1 lo que podría 
impedirle su interacción con LEF1 (por falta de acetilación) y su retención nuclear. 
La hiperacetilación de la histona H4 debido a la estimulación de la p300 por la glucosa 
induce la expresión de genes como el de la insulina (138). Se sabe que la acetilación de los 
residuos de lisina de las histonas H3 y H4 conducen al aumento o la disminución en la 
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accesibilidad de la maquinaria de transcripción y por ende a la represión o activación de la 
expresión génica (117). Con nuestros datos no podemos descartar efectos adicionales de la 
glucosa alterando el empaquetamiento de la cromatina, a nivel de los genes que aquí 
estudiamos (GIP, GCG y Ciclina D), ejerciendo modificaciones postraduccionales en las 
histonas por ejemplo a través de la p300, al igual que se ha descrito para otros genes. Futuros 
trabajos indicarán si la glucosa está regulando la expresión de los genes diana de WNT 
también a través de la remodelación de la cromatina. 
El modelo que se presenta en la figura 15, resume nuestros resultados en el contexto de 
los conocimientos previos sobre los efectos de las acetilaciones por la p300 y las 
desacetilaciones por la SIRT1 sobre la retención nuclear de la β-catenina. La alta 
concentración de glucosa aumenta la acetilación de la β-catenina (acumulada en respuesta a 
WNT o litio) a través del aumento de los niveles y de la interacción con la p300 y la 
disminución de la interacción y la actividad de la SIRT1. Como resultado la p300, LEF1 y la 
β-catenina acetilada se retienen en el núcleo aumentando la transcripción de sus genes diana. 
 
Figura 15: Papel de la glucosa en la señalización por WNT. 
En conjunto, nuestros datos proporcionan un mecanismo de cómo el elevado consumo de 
glucosa por las células tumorales puede facilitar y mantener el fenotipo tumoral, promoviendo 
la retención nuclear de los efectores de WNT: LEF1 y β-catenina, a través de la profunda 
alteración del balance de acetilaciones ejercidas sobre dichos efectores por acetil transferasas 
como la p300 y desacetilasas como la SIRT1. La regulación de la actividad de las sirtuinas 
por la glucosa en presencia de litio resulta especialmente interesante dada su importancia en el 
desarrollo de dianas antitumorales. 
Los niveles intracelulares del NAD+/NADH podrían considerarse un sensor metabólico 
de la célula, de forma que la ausencia de nutrientes como fuente de energía, el consumo 
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elevado de energía o la hipoxia, reducen los niveles de ATP y aumenta la relación 
NAD+/NADH. El aumento de NAD+, cofactor de las sirtuinas, podría facilitar su actividad 
para disminuir la señalización proliferativa de WNT (tumorigénesis) en momentos de poca 
disponibilidad energética. En las células tumorales, con un elevado consumo de glucosa -
efecto Warburg- el NADH producido en la glucólisis se oxida a NAD+ durante la reducción 
del piruvato a lactato, sin embargo este NAD+ ha de ser utilizado nuevamente en la glucólisis; 
la falta de co-factor NAD+ impediría la actividad de las sirtuinas con lo que se permitiría la 
acumulación de la β-catenina acetilada en el núcleo, requisito necesario para la proliferación 
tumoral. Queda mucho por aprender sobre las sirtuinas, su diversidad y su regulación por 
factores ambientales tan controlables como la dieta o el estilo de vida y futuras 
investigaciones esclarecerán si potenciar la actividad de las sirtuinas puede ofrecer protección 
contra enfermedades asociadas con la edad, como el cáncer, debido a su capacidad de 
suprimir la señalización de WNT/β-catenina. 
El mecanismo identificado en este trabajo por el que la glucosa y la señalización de WNT 
o litio sinergizan para promover la acumulación nuclear y la actividad transcripcional de los 
efectores de WNT no se restringe a la inducción de los genes de las incretinas, sino que se 
extiende a genes implicados en la proliferación celular como la ciclina D. Su relevancia en 
cáncer queda probada por el hecho de que nuestros resultados se extienden a una gran 
variedad de líneas celulares derivadas de tumores humanos de diversos orígenes como colon 
(HT-29), páncreas (AsPC-1), ovario (OVCAR3) y mama (MDA-MB-231). 
La necesidad de señales de WNT para la inducción de la expresión génica por glucosa y 
el efecto diferencial del tratamiento combinado en la acumulación de LEF1/β-catenina no se 
habían descrito antes, y es probable que más allá de sus implicaciones en cáncer desempeñen 
un papel clave en la homeostasis de las células enteroendocrinas modulando la secreción de 
las incretinas. 
3. Implicaciones en enfermedades metabólicas y cáncer 
Fisiológicamente, los niveles elevados de glucosa inducen la secreción de las incretinas y 
de la insulina (basal e inducida por las incretinas); mientras que la disminución de la glucemia 
por la insulina detiene la secreción de las incretinas y de la insulina. Los fallos en estos 
mecanismos de retroalimentación negativa conducen a una falta de regulación de la glucemia 
y al desarrollo de la diabetes y de otras enfermedades metabólicas. Aunque no está claro 
cómo contribuyen las incretinas a la diabetes, el efecto incretina está disminuido o ausente en 
la diabetes (219) estableciéndose, con la secreción insuficiente de insulina, un estado de 
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hiperglucemia que podría contribuir al riesgo incrementado de cáncer (200). Nuestros 
resultados sobre la regulación de la expresión de las incretinas por las señales de WNT 
podrían proporcionar un mecanismo adicional a la creciente asociación epidemiológica entre 
las alteraciones en la señalización de WNT y las enfermedades metabólicas, sobre todo 
considerando el creciente protagonismo de las incretinas en el control metabólico global. 
Por otra parte, las enfermedades metabólicas más frecuentes como la diabetes o la 
obesidad, llevan asociado un riesgo incrementado de padecer ciertos tipos de cáncer: colon, 
páncreas, hígado (38, 166, 181). Los aumentos en la frecuencia de cáncer en poblaciones 
diabéticas se han atribuido clásicamente al descontrol de la señalización por insulina (169). La 
insulina puede ejercer un efecto mitogénico a través de IGF-1R, que comparte alrededor de un 
80% de homología con el receptor de la insulina, pero que ejerce una función mitogénica más 
potente. La capacidad de IGF-1 para promover el desarrollo de ciertos cánceres epiteliales -
mama, colon- (170), ha hecho que se desarrollen terapias basadas en bloquear su función en 
pacientes con cáncer. No obstante, aunque el aumento de la señalización de insulina/IGFR es 
probable que desempeñe un papel en el aumento de la frecuencia de cáncer (57), nuestros 
resultados sugieren que el estado de hiperglucemia y el balance energético podrían señalizar 
en cáncer a través de otros sensores metabólicos. 
Los sensores metabólicos como la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) y 
proteína quinasa diana de la rapamicina (mTOR) están adquiriendo una gran relevancia como 
dianas antitumorales (254). Estudios epidemiológicos recientes han puesto en evidencia que el 
tratamiento con metformina (una biguanida clásica en el tratamiento de la diabetes que activa 
a la AMPK) disminuye el riesgo de mortalidad por cáncer en los diabéticos (110). El éxito de 
esta estrategia ha hecho que se dirijan los esfuerzos al desarrollo de drogas anti-tumorales 
contra dianas metabólicas (206), así que nuestro estudio no puede estar de mayor actualidad. 
Las células tumorales se caracterizan por alteraciones metabólicas entre las que destacan 
el elevado consumo de glucosa, denominado efecto “Warburg” (227), que es bien conocido en 
la clínica y que se aprovecha en las técnicas de imagen para el diagnóstico de tumores (178). 
Nuestros resultados sugieren que los altos niveles de glucosa transportados a las células 
tumorales contribuyen a perpetuar el fenotipo tumoral asegurando la acumulación nuclear de 
la β-catenina para activar genes implicados en la proliferación celular. 
La vía de WNT es una vía proliferativa necesaria para mantener la homeostasis del 
epitelio intestinal; los fallos en su regulación están implicados en cáncer y la localización 
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nuclear de la β-catenina es un marcador de malignidad bien establecido en una amplia gama 
de tumores (192). En este contexto, nuestros resultados indican que la glucosa puede resultar 
determinante para la retención nuclear de los complejos LEF1/β-catenina en el núcleo durante 
la progresión tumoral. Fisiológicamente, la β-catenina debe poder entrar al núcleo 
puntualmente, activar ciertos genes y ser inmediatamente exportada para su degradación en el 
citoplasma. En una célula tumoral, la captura masiva de glucosa altera el balance de 
acetilaciones/desacetilaciones promovidas por la p300 y las sirtuinas y favorecería la 
retención nuclear de la β-catenina acumulada por las señales de WNT. 
La glucosa sola no altera la expresión de los genes inducidos por señales de WNT sino 
que actúa sobre intermediarios acumulados tras la señalización por WNT. Esta necesidad de 
señalización por WNT previa para que la glucosa ejerza sus efectos sobre los genes diana de 
WNT subraya la importancia de la secreción autocrina o paracrina de ligandos WNT por parte 
de las células tumorales (8). Así, en los macrófagos la glucosa es necesaria para promover la 
activación autocrina de la vía de WNT/β-catenina (4). La identificación de las fuentes y la 
naturaleza de las señales que estimulan la vía de WNT/β-catenina para cooperar con la 
glucosa en la progresión tumoral es una cuestión de gran importancia. 
La investigación de las señales ambientales y de los mecanismos implicados en la 
regulación de la vía de WNT, constituye un campo de investigación apasionante 
especialmente en relación con los factores de la dieta que podrían contribuir a prevenir los 
efectos de las alteraciones de la vía de WNT en cáncer. A pesar del gran número de estudios 
epidemiológicos que relacionan las enfermedades metabólicas con el cáncer, apenas existen 
estudios que proporcionen explicaciones mecanísticas. Nuestro trabajo es pionero en el campo 
porque: (1) identifica un mecanismo por el que una vía asociada a cáncer, como la vía de 
WNT regula controladores generales del metabolismo como las incretinas y (2) porque 
identifica las bases mecanísticas por las que los estados hiperglucémicos pueden contribuir a 
seleccionar y perpetuar el fenotipo proliferativo de las células tumorales. Por último, el hecho 
de que los excesos en un nutriente alteren tan profundamente la señalización de la vía de 
WNT sugiere que otros nutrientes también podrían hacerlo. En definitiva, no está tan lejos de 
establecer las bases mecanísticas por las que un estilo de vida determinado puede potenciar el 
riesgo de cáncer. En consecuencia sería posible revertir los aumentos en la frecuencia de 
cánceres asociados al metabolismo promoviendo un estilo de vida saludable. 
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CONCLUSIONES: 
 
1. Las proteínas WNT3A y el litio inducen la expresión de las incretinas GIP y GLP-1 en 
células STC-1 enteroendocrinas de ratón. 
2. La inducción de las incretinas por WNT3A o por litio se da a través de la inhibición de 
la GSK3β, la acumulación de la β-catenina y la unión del complejo LEF1/β-catenina a 
un elemento de respuesta TCF/LEF funcional conservado en los promotores de GIP y 
GCG. 
3. La glucosa amplifica la señalización de WNT favoreciendo la formación de los 
complejos LEF1/β-catenina y la retención nuclear de los mismos. 
4. El mecanismo por el cual la glucosa favorece la retención nuclear de la β-catenina 
implica el balance acetilación/desacetilación a 2 niveles: el aumento de los niveles y la 
interacción de la acetil transferasa p300 y la disminución de la actividad desacetilasa de 
las situinas. 
5. La interacción productiva de la β-catenina con p300 requiere la unión de la β-catenina a 
LEF1, promovida por la glucosa. 
6. La acumulación nuclear de la β-catenina promovida por la glucosa en presencia de la 
señalización de WNT o de litio es un fenómeno general que se da en células tumorales 
humanas de diversos orígenes: colon (HT-29), páncreas (AsPC-1), ovario (OVCAR3) y 
mama (MDA-MB-231). 
7. El complejo LEF1/β-catenina formado en presencia de la glucosa y de las señales de 
WNT es un activador de los genes diana de WNT implicados en el metabolismo general, 
como GIP y GCG, y también críticos para la proliferación, como la Ciclina D. 
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JB-37. 
LA INSULINA INDUCE LA EXPRESIÓN DEL PÉPTIDO 
INSULINOTRÓPICO DEPENDIENTE DE GLUCOSA (GIP) EN CÉLULAS 
ENTEROENDOCRINAS USANDO LOS EFECTORES DE LA VÍA WNT. 
 
J M García-Martínez, A Chocarro-Calvo, C García-Jiménez 
 
Departamento C.C. Salud III Universidad Rey Juan Carlos Alcorcón, Spain 
 
INTRODUCCIÓN: 
Hasta 80% de la secreción pancreática de insulina en respuesta a glucosa se debe a la 
acción de las incretinas gastrointestinales, la más abundante es el péptido insulinotrópico 
dependiente de glucosa: GIP.  
Importancia: La hiperGIPemia que presentan los pacientes con diabetes tipo 2 (T2D) y 
familiares de primer grado junto con prevención de la obesidad derivada de la 
interferencia en la señalización por GIP sugieren que GIP podría ser una diana molecular 
clave en estrategias preventivas contra la diabetes. El control de la producción 
enteroendocrina de GIP casi no se conoce. 
 
OBJETIVO: 
Determinar la existencia de bucles de regulación mutua entre la insulina y GIP en células 
enteroendocrinas. 
 
RESULTADOS: 
La insulina induce la producción enteroendocrina de GIP a través de su promotor 
utilizando efectores de la vía Wnt. 
 
CONCLUSIONES: 
Hemos identificado un bucle de retroalimentación positiva en que la glucosa facilita la 
inducción por insulina de la producción enteroendocrina de GIP, además de la 
estimulación por GIP de la producción pancreática de insulina. Si nuestros resultados son 
extrapolables la disminución de la glucemia en condiciones normales retornaría los 
niveles basales de Insulina y GIP mientras que una elevación patológica en los niveles de 
GIP podría originar hiperinsulinemia. Actualmente estudiamos la influencia de los niveles 
de glucosa sobre la inducción insulino-dependiente de la producción enteroendocrina de 
GIP. 
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TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF GLUCOSE DEPENDENT 
INSULINOTROPIC PEPTIDE 
 
García-Martínez JM; Chocarro-Calvo A; García-Jiménez C. 
URJC, Alcorcón, Spain 
 
Glucose dependent Insulinotropic Peptide (GIP), an enteric hormone produced by intestinal 
K cells in response to glucose preserves glucose homeostasis acting at multiple levels and 
has high potential as therapeutic target for diabetes/obesity. Transcriptional control of GIP 
synthesis remains obscure. 
 
Objective: To understand the control of GIP transcription in enteroendocrine (EE) cells via 
Wnt (through TCF/LEF- β-catenin) and Protein Kinase A (PKA). 
 
Experimental model: STC-1 cell line (from a mouse EE tumor)  
 
Methods: Arrays and qRT/PCR for presence/abundance of transcription factors, co-
transfections and Lucifcrase (LUC) assays to evaluate GIP promoter activity. Gel retardation 
(EMSA) to measure STC-I extracs binding affinity.  
 
Results: 1. We cloned 1921 bp from the 5' flanking region of the mouse GIP gene including 
946 bp of the promoter. 2. In silico analysis reveals similarities (well conserved TCF/LEF 
binding sites) and differences (lacks strong cAMP responsive elements (CRE) targeted by 
PKA with the closely related promoter of proglucagon (gcg). With LiCl strongly increased GIP 
promoter. 3. Inhibition of Wnt effector GSK3β activity (LUC assays) and endogenous GIP 
transcripts (qRT/PCR). 4. Promoter β-catenin reveal three deletions co-transfected with an 
expression vector for TCF/LEF sites that mediate a 16 fold transcriptional activation: T1 and 
T2 sites at the 5'untranslated region; T5 in the proximal promoter and strikingly conserved in 
the gcg promoter. 5. EMSA experiments confirm TCF/LEF proteins from EE cells binding and 
reference for the T5 site followed by T1 and T2. 6. Directed mutagenesis confirmed the 
importance of these sited for GIP transcriptional activation. 7. As expected since there is no 
CRE in the GIP promoter, PKA activation does not affect GIP transcriptional activity but 
increased 18 fold the expression of gcg control promoter. 8. Cotransfection of catenin 
induction revealing an β-catenin multiply by 5 the PKA with unexpected synergism. Since 
there is no CRE in the GIP promoter this synergism might derive from Wnt-PKA crosstalk at 
another level and we are currently working to define it.  
 
Conclusion: We define Wnt-dependent GIP expression in EE cells and report a Wnt/PKA 
synergism independent of CRE sites. 
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